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SOMMAIRE

La proteine ZPK est une serine/threonine kinase membre de la famille des "mixed-

lineage Idnases" (MLKs) dont la fonction est vraisemblablement associee a la regulation des

processus de proliferation et de differenciation cellulaire. Dans Ie but d'obtenir des indices

supplementaires relativement a son role physiologique, 1'etude de sa localisation subcellulaire

a ete effectuee. Ainsi, nous avons dans un premier temps, localise la proteine kinase ZPK

endogene dans les cellules NIH 3T3 au niveau de 1'appareil de Golgi, suggerant alors son

implication possible dans la modulation des diverses fonctions caracteristiques de cet

organelle.

ZPK comporte au sein de sa sequence primaire de nombreux motifs susceptibles de

medier, au cours de la transduction des signaux, des interactions proteine-proteine dans Ie but

d'assurer la propagation de 1'information en direction du noyau et par Ie fait meme d'exercer

ses fonctions a travers les differents processus cellulaires. Pour verifier d'une part, son

association au niveau de 1'appareil de Golgi et d'autre part, sa capacite a medier des

interactions proteiques, une proteine de fusion bacterienne correspondant a 1'une des regions

riches en prolines de la proteine kinase ZPK a ete produite. Des extraits membranaires de

cellules Nffl 3T3 ont ete transferees sur membrane de PVDF pour etre ensuite incubes avec

cette sonde proteique. Ie controle negatif etant I'utilisation de la sonde GST. Une proteine

d'environ 30 kDa (P30) ayant interagit specifiquement avec la portion proline riche de ZPK a

etc identifiee. Cette demiere a ensuite ete purifiee par chromatographie d'affinite grace a

Futilisation d'une matrice de glutathione sepharose complexee a la proteine de fusion ZPK.

L'identification de ce partenaire n'a cependant pu etre effectuee puisque Ie spectre de masse a

revele qu'il s'agissait d'une proteine inconnue a ce jour.
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INTRODUCTION

Les cellules des organismes multicellulaires doivent constamment etre en

communication les unes avec les autres non seulement pour assurer la coordination de leur

croissance et de leur differenciation, mais aussi pour maintenir 1'homeostasie inteme suite a

des stimulations generees par des changements environnementaux (Heldin et Purton, 1996).

Ces organismes ont elabore differents reseaux de communication intercellulaires dont

1'etablissement est caracterise soit par des contacts directs entre les cellules (jonctions

communicantes, jonctions adherentes, jonctions serrees), soit par la secretion extracellulaire

de molecules solubles (Damell et al., 1993). Ces demieres molecules, synthetisees puis

liberees par une cellule emettrice, servent de signaux capables de declencher une reponse

specifique resultant de leur association a un recepteur particulier localise au niveau de la

membrane plasmique d'une cellule cible. Cette interaction aura pour effet 1'induction de la

transmission de ce signal de la surface cellulaire jusqu'au noyau, par 1'mtermediaire de

mediateurs proteiques importants, pour y reguler 1'expression de certains genes. Cette

regulation se traduit alors par une multitude de processus physiologiques regroupant, entre

autres, la proliferation, la differenciation cellulaire, la regulation du cycle cellulaire,

1' inhibition de la croissance et 1'apoptose. Ces processus, aussi varies soient-ils, doivent

constamment etre en equilibre les uns avec les autres afin d'assurer la coherence et Fharmome

qui subsistent a travers les differentes populations de cellules composant un organisme

pluricellulaire. Mais encore faut-il que chaque sous-population de cellules, independamment

de sa localisation, soit apte a percevoir tout changement encouru au sein de 1'organisme.

D'ou la necessite d'etablir differents reseaux de communication intercellulaires.

Des etudes se rapportant a 1'oncogenese, ont demontre 1'importance de la regulation

negative de la croissance dans Ie maintien de 1'homeostasie, puisqu'elle previendrait



1'anarchie cellulaire et par Ie fait meme la destabilisation de cet equilibre precaire. Cette

regulation negative se traduit soit par la differenciation cellulaire, soit par 1'inhibition de la

croissance ou par 1'apoptose. En effet, la differenciation cellulaire est un phenomene au cours

duquel certaines cellules ou populations de cellules aquierent une specialisation particuliere

suivant Fexpression ou 1'inliibition de 1'expression de genes caracteristiques. Cette

specialisation s'accompagne generalement d'une perte de la capacite a proliferer et done

constitue une fonne de regulation negative de la croissance. II existe en fait deux processus

cellulaires etroitement relies suivant 1'induction de la differenciation. Le premier constitue Ie

cheminement d'une cellule a travers les differents stades successifs du processus alors que Ie

second correspond a 1'mhibition de la croissance. Cette inhibition offre comme point

culminant chez certaines lignees cellulaires, 1'apoptose, communement appele mort cellulaire

programmee (Liebermami et al., 1995). L'exemple classique faisant etat de cette distinction

est illustre par les cellules appartenant aux differentes couches epitheliales qui tapissent la

surface des cavites de Forgamsme tel que I'intestm. En effet, les cellules localisees au niveau

de la crypte donnent naissance a de nombreuses cellules filles qui entameront une lente

progression en direction des villosites et au cours duquelle elles se specialiseront (acquisition

d'enzymes qui permettent la digestion des ailments et leur absorption). Arrivee au niveau des

villosites, chaque cellule specialisee est maintenant differenciee de fa9on terminale, ce qui

signifie en partie qu'elle perd sa capacite a proliferer. Des lors, 1'issue de ces cellules est

caracterisee par une degradation cellulaire autolytique ou mort cellulaire programmee, dont la

resultante est d'occasionner leur detachement au bout de la villosite. Ainsi, tous ces

mecanismes servant a reguler Ie taux de croissance pennet d'eviter toute destabilisation de

1'organisme. II s'agit d'une integration complexe necessitant 1'mtervention de plusieurs

effecteurs. Comme nous 1'avons mentionne, ces effecteurs sont des mediateurs proteiques

localises tant au niveau de la membrane plasmique qu'au niveau du cytoplasme. Us

regroupent, entre autres, differentes proteines kinases (PKs) capables d'aj outer

specifiquement des groupements phosphates sur des acides amines particuliers. En effet, ces

principaux sites de phosphorylation consistent en des groupements alcooliques de residus

serine et threonine de meme qu'en des groupements phenoliques de residus tyrosine

(Dhanasekaran et Reddy, 1998). Cette distinction quant au site de phosphorylation a permis a



la communaute scientifique de classifier tous les membres de cette famille en trois sous-

groupes : les serine/threonine kinases (PSKs) capables de phosphoryler les residus serine

et/ou threonine, les tyrosine kinases (PYKs) phosphorylant uniquement les residus tyrosine et

les kinases a double speciflcite (DSKs) capables de phosphoryler les residus serine et/ou

threonine de meme que les residus tyrosine (Douville et al., 1994; Dhanasekaran et Reddy,

1998). Or, par quel mecanisme ces nombreuses proteines aussi variees soient-elles, peuvent

assurer la specificite de la reaction ? En d'autres termes, comment la proteine peut-elle

discriminer entre les residus serine et/ou threonine et les residus tyrosine ? En fait,

1'avenement de la cristallographie a favorise la comprehension de ce mecanisme d'action. En

effet, il a ete demontre que les tyrosine kinases induisaient la formation d'une "poche

catalytique" a 1'interieur de laquelle Ie residu hydroxyl accepteur, en 1'occurrence celui de la

tyrosine, vient s'y positionner, ce qui favoriserait Ie phosphotransfert. Les residus

serine/threonine par contre, ne pourraient etre phosphoryles par une tyrosine kinase puisque

leur groupement hydroxyl susceptible d'accepter Ie phosphate est directement relie au

carbone R et non a un groupement phenolique de sorte qu'il ne pourrait penetrer assez

profondement a 1'interieur la poche catalytique. La question demeure cependant en ce qui

conceme les kinases a double specificite. Une etude realisee avec la proteine kinase ERK,

une MAPK, semble suggerer 1'adoption d'un ordre de fixation precis qui permettrait de rendre

compte cette double specificite (Marshall, 1994 ; Taylor et al., 1995). En effet, il a ete montre

que la tyrosine etait Ie seul residu phosphoryle et ce meme si la concentration d'ATP etait

limitante. Neanmoins, la phosphorylation du residu threonine par MEK 1 (MAPKK) ne

necessite en aucun cas qu'il y est a priori la phosphorylation de la tyrosine. Certains mutants

caracterises par Ie changement du residu tyrosine en un autre acide amine, voient

vraisemblablement leur threonine phosphorylee par cette MAPKK (Marshall, 1994).

Malgre Ie fait qu'il existe au sein de la famille des proteines kinases une tres grande

diversite tant au niveau des structures, des modes de regulation et de la specificite des

substrats, nous avons mentiorme precedemment que les membres de ces trois sous-groupes



appartiennent a la meme famille de proteines kinases en vertu de leur domaine catalytique,

mieux comiu sous Ie nom de domaine kinase (domaine SH1) (Hanks et al., 1988; Hanks et

Hunter, 1995; Schwartzberg, 1998). En effet, ce domaine consistue d'environ 250-300 acides

amines (30 kDa) est organise en 12 sous-domaines conserves (Hanks et al., 1988; Hanks et

Hunter, 1995) et caracterise par une stmcture tridimentionnelle bien etablie (Figure 1).

Chacun de ces sous-domaines est caracterise par la presence de residus hautement essentiels

impliques d'une part dans la stmcturation de 1'enzyme et d'autre part dans 1'etablissement de

sa fonction (Johnson et al., 1996). En general, les roles attribuables au domaine catalytique

sont a la fois la fixation et 1'orientation de 1'ATP (ou GTP) et de la proteine substrat de fa9on

a favoriser Ie transfert du y-phosphate sur Ie residu hydroxyl accepteur (Ser, Thr ou Tyr) de

cette meme proteine substrat (Hanks et Hunter, 1995). Ce transfert necessite, a prime abord,

1'activation par phosphorylation d'un ou des residu(s) localise(s) au coeur meme du

domaine kinase de 1'enzyme (segment d'activation). Cette activation implique un

changement conformationnel conduisant a la disposition optimale des groupements

catalytiques ce qui permet alors 1'acces de la molecule substrat au site catalytique (Johnson et

aL, 1996).

Nous avons deja mentionne que la cellule est continuellement soumise a divers agents

extracellulaires presents dans 1'environnement qui entrainent inevitablement 1'initiation du

processus de transduction des signaux. Ces agents qui regroupent, entre autres, les facteurs de

croissance, les hormones, ainsi qu'une variete de cytokines, occasiomient ces inductions grace

a leur capacite de s'associer a un recepteur specifique localise au niveau de la membrane

plasmique. Cette association permet ainsi de reguler les differents processus cellulaires qui

regissent les organismes multicellulaires, tels que la proliferation et la differenciation. En

effet, ces recepteurs dictent, d'une certaine fa9on, la voie a suivre pour repondre

adequatement aux divers agents extracellulaires et sont en general, les premiers acteurs dans

la transmission du signal en direction du noyau. Une simple mutation chez 1'un de ces

recepteurs peut occasionner des effets catastrophiques en raison du fait que la cellule devient



en partie coupee de son environnement exterieur et done n'est plus en mesure de repondre

adequatement.

Figure 1. Representation schematique de la structure tridimentionnelle du domaine
catalytique de la PKA. Celui-ci est caracterise par la presence de 12 sous-domaines
conserves.

Signalisation induite par des recepteurs a activite tyrosine kinase

La famille des recepteurs a activite tyrosine kinase (RTKs) comporte plus de 50

polypeptides transmembranaires tous caracterises par un domaine tyrosine kinase localise

dans la portion intracellulaire. Ces membres sont subdivises en 14 sous-groupes bases sur



leurs particularites au niveau de leur organisation stmcturale (Heldin et Purton, 1996). De

fa9on generale, ces RTKs possedent 3 regions structurales distinctes; un domaine

extracellulaire (domaine variable) responsable de la fixation ligand et de la transmission du

signal au domaine cytoplasmique, une region transmembranaire servant d'ancre lipidique et

une portion intracellulaire capable d'initer la transduction des signaux vers les cibles

proteiques cytosoliques (Heldin et Purton, 1996). Le domaine cytoplasmique possede

egalement, en plus du domaine tyrosine kinase, plusieurs sequences regulatrices composees

de sites de phosphorylation a tyrosine, a serine et a threonine (Schlessinger et Ullrich, 1992).

L'evenement initiateur de la signalisation correspond a 1'association du facteur de

croissance a son recepteur caracteristique. Pour la plupart, ces facteurs sont sous forme

dimerique et done possedent la capacite de Her deux recepteurs a la fois. Le " platelet-derived

growth factor " ou PDGF par exemple, est compose de deux chaines A et B jointes par un

pont disulfure (Figure 2a). La dimerisation des recepteurs resultant de leur association a

1'agoniste dimerique, favorise alors 1'avenement duprocessus d'autophosphorylation au cours

duquel chaque membre d'une paire phosphoryle certains residus tyrosines dans la region

intracellulaire de son partenaire (Figure 2b) (Heldin et Purton, 1996; Malarkey et al., 1995).

Or, il semblerait que cette autophosphorylation aurait pour consequence 1'induction de

1'activite tyrosine kinase intrinseque du recepteur qui constitue 1'etape cmciale permettant la

transduction des signaux (Heldin et Purton, 1996; Schlessinger et Ullrich, 1992). Des etudes

de cristallographie aux rayons X ont suggere que Ie site catalytique du recepteur a insuline

(RTK) non phosphoryle est obstme par une boucle d'activation contenant les residus

tyrosines 1158, 1162 et 1163, lesquels correspondent aux sites d'autophosphorylation.

Suivant la phosphorylation du residu Tyrl 162 associe au site catalytique par pont hydrogene,

il y aurait un changement conformationnel qui favoriserait Ie deplacement de cette boucle

d'activation, liberant alors 1'acces du site catalytique a d'autres substrats (Heldin et Purton,

1996).



L'autophosphorylation des recepteurs permettent egalement la creation de sites de

fixation a haute affinite dans la region immediate entourant ces phosphotyrosines. Ces sites

peuvent etre reconnus specifiquement par des proteines cytoplasmiques impliquees dans la

transduction des signaux (Figure 2c). Cette interaction proteine-proteine est strictement

dependante de la phosphorylation des residus tyrosines localises dans la portion intracellulaire

des recepteurs transmembranaires (Schlessinger et Ullrich, 1992). Ces molecules cibles

doivent etre caracterisees par la presence d'une region d'environ 100 acides amines definie

comme etant un domaine SH2 ("Src homology-2 domain") en vertu de sa similarite de

sequence avec la region non catalytique des proteines tyrosine kinases de la famille Src

(Pawson et Schlessinger, 1993; Malarkey et al., 1995). II semblerait que les residus 1 a 3

localises du cote carboxy-terminal de la phosphotyrosine determine la specificite de fixation

des domaines SH2 pour un recepteur donne. La sous-unite de 85 kDa (p85) de la

phosphatidylinositol 3'-kinase (PI3K) par exemple, contient deux domaines SH2. L'un

d'eux, soit celui en C-terminal, reconnait specifiquement Ie motif pY(M/V)(D/E/P)M (ou pY

represente la phosphotyrosine) retrouve chez plusieurs RTKs, mais ne flxe en aucun cas

d'autres phosphotyrosines ou la sequence differe (Heldin et Purton, 1996; Pawson et

Schlessinger, 1993). De plus, des analyses par cristallographie aux rayons X ont indique que

Ie residu arginine 175 (Argl75) conserve a travers tous les domaines SH2 serait critique pour

qu'il y est interaction avec une phosphotyrosine particuliere d'un recepteur donne (Waksman

et al., 1992; Malarkey et al., 1995). En effet, ce residu semble s'associer au groupement

phosphate de la tyrosine et une simple deletion ou substitution de cette Argl75 entraine

automatiquement la perte de la capacite de fixation du domaine SH2, malgre la presence du

motif qu'il reconnait speciflquement au niveau de la portion cytoplasmique du recepteur

(Malarkey etal., 1995).

Des lors, lorsque Fmteraction specifique entre la phosphotyrosine d'un recepteur

donne et Ie domaine SH2 d'une proteine particuliere a lieu, il se produit un changement dans

1'activite de la molecule cible suivant sa phosphorylation par Ie domaine tyrosine kinase du

recepteur. Cette phosphorylation se fait sur des residus tyrosines differents de ceux du



domaine SH2 impliques dans la fixation du recepteur. L'exemple classique faisant etat de

cette distinction constitue la fixation de la phospholipase Cy (PLCy) au recepteur du PDGF.

a)

Figure 2. Initiation du processus de signalisation par un recepteur a tyrosine kinase
(PDGF). (a) Fixation du ligand dimerique dans la portion extracellulaire de deux recepteurs
a PDGF. (b) Activation du recepteur; la dimerisation favorise 1'autophosphorylation croisee
au cours de laquelle chaque membre d'une paire phosphoryle son partenaire. (c) Formation
d'un complexe implique dans la transduction du signal. Certaines proteines caracterisees par
la presence d'un domaine SH2, s'associent specifiquement aux phosphotyrosines (P) des
recepteurs actives et forment ainsi un complexe de signalisation.

En effet, cette PLCy comporte un domaine SH2 capable de reconnaitre specifiquement la

tyrosine 1021 du recepteur. Cette interaction stimule alors la phosphorylation des residus

tyrosines en position 771, 783 et 1254 ce qui permet d'augmenter 1'activite catalytique de la

PLCy (Malarkey et al., 1995). Par ailleurs, nombreuses sont les proteines cytoplasmiques

(Grb2, Nck, p85) pouvant s'associer a des recepteurs a activite tyrosine kinase sans pour

autant avoir de domaine catalytique. Ces proteines sont dites molecules adapteurs. Leur role

serait de recmter au niveau de la membrane plasmique d'autres intermediaires proteiques

caracterises par une activite catalytique. Cette caracteristique importante assure la

transmission du signal vers Ie noyau, puisque cette transduction resulte en une succession

d'interactions proteine-proteine et d'activations concomitantes par phosphorylation des



differents intermediaires de la voie de signalisation empruntee. En plus d'un domaine SH2,

certaines proteines possedent egalement un domaine additionnel compose d'environ 50 a 60

acides amines et connu sous Ie nom de domaine SH3 (Malarkey et al., 1995). Ce domaine

particulier permet aussi des interactions proteine-proteine. Plusieurs etudes impliquant

1'utilisation de la mutagenese et du criblage de banques au moyen de peptides synthetiques,

out permis d'identifier de nombreuses cibles des domaines SH3. Ces cibles serai ent toutes

caracterisees par la presence de regions riches en prolines et plus particulierement du motif

PXXP (Cicchetti et al., 1992; Schlessinger, 1994). La Figure 3 offre un exemple permettant

de visualiser 1'implication d'une molecule adapteur et de ses differents domaines dans

1'activation de la proteine Ras. La stimulation du recepteur a EGF par son facteur de

croissance correspondant, favorise 1'autophosphorylation du recepteur sur Ie residu Tyrl068.

Cette phosphorylation permet 1'interaction du recepteur avec la proteine Grb2, un adapteur, au

moyen de son domaine SH2. Le complexe proteique ainsi forme, permet de recruter la

proteine Sos au niveau de la membrane plasmique grace a ses sequences riches en prolines

susceptibles d'interagir avec les deux domaines SH3 de la proteine Grb2. Cette association

active done Sos qui peut alors induire 1'activation de Ras et permettre du meme coup

Finitiation de la transduction du signal vers Ie noyau (Pawson et Schlessinger, 1993).

Signalisation induite par des recepteurs a cytokines

Outre les facteurs de croissance, les cytokines sont egalement des mediateurs

extracellulaires impliques dans Ie controle de la proliferation et de la differenciation cellulaire

(Heldin et Purton, 1996; Wilks et Harpur, 1994). Ces proteines solubles telles que les

interleukines et 1'interferon, exercent leurs fonctions biologiques au moyen de recepteurs

specifiques exprimes a la surface des cellules cibles (Kishimoto et al., 1994). Ces recepteurs

sont en fait des glycoproteines constitues d'un seul domaine transmembranaire et orientes de

fa9on a ce que la region amino-terminale soit localisee a 1'exterieur de la membrane



plasmique. Contrairement aux recepteurs a activite tyrosine kinase, les recepteurs a cytokines

ne possedent, au sein de leur sequence primaire, aucun motif dote d'une activite enzymatique

quelconque. Us ne sont nullement caracterises par la presence d'un domaine tyrosine kinase

Recepteur
active Signal en

direction
du noyau

Figure 3. Activation de la proteine Ras par Ie recepteur a EGF. L'EGF induit
1'autophosphorylation de la tyrosine 1068 du recepteur, ce qui favorise 1'association de la
proteine Grb2 au moyen de sondMnaine SH2 (^v ). La proteine Sos (Bn ), laquelle est
associee aux domaines SH3 ( ) de Grb2^yia ses regions riches en prolines, active Ras
suite a la conversion du GDP ( A ) en GTP ( ^ ).

similaire a celui rencontre chez tous les recepteurs capables d'interagir specifiquement avec

des facteurs de croissance (Taniguchi, 1995; Ziemiecki, 1994; Ihle et Keer, 1995). Pourtant,

plusieurs etudes ont demontre que ces recepteurs deviennent phosphoryles sur leurs residus

tyrosines au meme titre qu'une multitude de proteines cytoplasmiques impliquees dans la

transduction des signaux, suivant leur stimulation par une cytokine correspondante (Ziemiecki

et al., 1994). Or, cette phosphorylation ne peut etre que Ie resultat d'une activite tyrosine
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kinase, laquelle est absente! Le modele actuellement accepte permetant d'eclaircir Ie

mecanisme par lequel la transduction est possible, suggere qu'il y aurait a prime abord,

dimerisation du recepteur de fa^on a offrir du cote cytoplasmique une surface de contact

divalente (Kishimoto et al., 1994 ). Cette surface favoriserait une stabilisation des

interactions entre les recepteurs a cytokines et les differents effecteurs en aval. Suite a cette

dimerisation, certaines proteines seraient recmtees puis associees au recepteur dans sa portion

cytoplasmique. Ces proteines, appartenant a la famille des Jaks ("Janus kinase: Just another

kinase"), sont en fait des tyrosine kinases intracellulaires qui lorsqu'elles voient leur

concentration augmenter localement au niveau de la membrane plasmique, suite a leur

recmtement, favorisent Ie processus de phosphorylation croisee analogue a celui des

recepteurs a facteurs de croissance (Ihle et Kerr, 1995; Taniguchi, 1995). Ainsi, chaque PTK

cytoplasmique associe au recepteur a cytokine phosphoryle non seulement son comparse,

mais egalement Ie residu tyrosine du recepteur avec lequel il s'associe (Wilks et Harpur,

1994). Par exemple, la fixation de 1'interferon a a son recepteur specifique, favorise d'une

part la dimerisation des recepteurs puis d'autre part, 1'activation des proteines kinases qui y

sont associees (Figure 4). Ces demieres, TYK2 et Jakl, en plus de s'activer mutuellement par

phosphorylation croisee, activent les recepteurs dimeriques. II s'en suit 1'association du

facteur de transcription cytoplasmique ISGF3-a ("Interferon-stimulated-gene factor 3-a") aux

phosphotyrosines localisees tant au niveau des recepteurs que des PTKs, grace a son domaine

SH2. ISGF3-a complexe devient a son tour phosphoryle par 1'activite tyrosine kinase de Jakl

ou TYK2, ce qui 1'amene a se dissocier puis a se transloquer au noyau afln d'y exercer sa

fonction biologique (Wilks et Harpur, 1994).

L'activation des membres de la famille des MAPKs peut egalement etre initiee suivant

1'activation d'un recepteur a cytokine. L'exemple classique constitue 1'activation du recepteur

a interleukine 6 (IL-6) (Figure 5). En effet, la dimerisation du recepteur (gpl30-gpl30),

suivant son interaction avec son ligand correspondant, soit IL-6, permet 1'activation des

tyrosines kinases cytoplasmiques, en 1'occurence Jak2, nouvellement associees aux
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recepteurs. Cette activation occasionne alors 1'induction de la voie Ras-MAPK par

1'intermediaire d'une proteine adapteur She. Celle-ci subit alors 1'activite tyrosine kinase de

Jak2 et voit son residu tyrosine devenir phosphoryle. Cette phosphotyrosine peut ainsi

interagir avec Ie domaine SH2 de Grb2, lequel s'associe a son tour avec Sos au moyen de ses

2 domaines SH3. L'ensemble de ces evenements de phosphorylation entrame 1'activation

subsequente d'une variete de facteurs de transcription qui moduleront 1'expression de certains

genes. Parallelement et de fa^on comparable, il est possible que Jak2 phosphoryle

directement Ie residu tyrosine de APRF ("ISGF like factor"), un facteur de transcription

cytoplasmique, qui migre alors rapidement au noyau pour y exercer sa fonction (Kishimoto et

al., 1994).

Interferon

TYK2 Jakl

ISGF3-a

0 •>

Transcription de ISG

Figure 4. Modele relatant I'implication des recepteurs a cytokines dans la transmission
de Pinformation vers 1c noyau. Induction du phenomene de dimerisation des recepteurs
suite a la fixation de 1'interferon a et a 1'activation des proteines tyrosine kinases (TYK2,
Jakl) qui y sont associees. Celles-ci permettent 1'activation des recepteurs, ce qui favorise
par la suite 1'induction de Factivite de ISGFSa.
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IL-6 Recepteurs
gpl30

APRF

Figure 5. Modele evoquant la transduction des signaux par 1) inter mediaire des
recepteurs a cytokines. La fixation de l'interleukine-6 (IL-6) induit Ie processus de
dimerisation des recepteurs correspondants, lesquels deviennent actifs suite a leur
phosphorylation par Jak2, une tyrosine kinase cytoplasmique. La transmission du signal est
induite et se propage vers Ie noyau par 1'intermediaire de la voie de signalisation Ras, ou
directement par Ie facteur de transcription cytoplasmique APRF.

Signalisation induite par des recepteurs couples a des proteines G

Outre les facteurs de croissance, il existe d'innombrables signaux chimiques et

physiques qui bombardent la surface cellulaire. Plusieurs d'entre eux doivent s'associer a des

recepteurs specifiques pour initier la transduction de I'information vers 1'interieur de la

cellule, au meme titre que les facteurs de croissance et leurs recepteurs a activite tyrosine

kinase. Les hormones telles que la catecholamine, la gonadotropine, 1'hormone de la

parathyroide et Ie glucagon, doivent interagir avec les membres d'une famille de recepteurs

appelee recepteurs couples a des proteines G (GPCRs) (Neer, 1995). Ces recepteurs sont des

glycoproteines constitues d'une unique chaine polypeptidique caracterisee par la presence
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d'un domaine transmembranaire compose de 7 motifs (TM1-TM7) en conformation

helicoidale (Heldin et Purton, 1996; Under et Gilman, 1992; Strader et al., 1994; Sugden et

Clerk, 1997). Chacune de ces helices a possede entre 20 et 25 acides amines, lesquels sont

prmcipalement des residus hydrophobes (Strader et al., 1994; Heldin et Purton, 1996). Elles

sont reliees entres elles par 1'altemance de boucles hydrophiles extracellulaires et

intracellulaires. La region amino-terminale constitue 1'un des quatres domaines (E1-E4)

localise dans la portion extracellulaire du recepteur, alors que la region carboxy-terminale est

dans la portion intracellulaire du recepteur (11-14) (Figure 6) (Strader et al., 1994; Heldin et

Purton, 1996).

Ces recepteurs GPCRs, comme leur nom 1'indique, sont couples a des proteines G

heterotrimeriques cytoplasmiques, lesquelles sont associees a la surface inteme de la

membrane plasmique par myristoylation et palmitoylation (Under et Gilman, 1992; Coleman

et al., 1994; Strader et al., 1994). Elles sont constituees de 3 sous-unites proteiques soit la

sous-unite a (39-46KDa), la sous-unite P (35-36KDa) et la sous-unite y (~8 KDa). Ces

proteines sont capables d'activer ou d'inhiber une variete d'effecteurs proteiques impliques

dans la transduction des signaux, grace a la capacite du recepteur a catalyser la conversion du

GDP en GTP en reponse a une stimulation extracellulaire (hormones, neurotransmetteurs,

lumiere,...) (Lambright et al., 1994). Le mecanisme par lequel cette conversion est possible

resulte a prime abord d'un changement conformationnel du recepteur occasionne par sa

fixation a son agoniste extracellulaire (Figure 7). Cette modification favorise alors

1' association de la proteine G au recepteur, laquelle suivant cette interaction change

egalement de conformation ce qui reduit 1'affinite de cet heterotrimere pour Ie GDP. II en

resulte Ie relachement de cette molecule (Neer, 1995). La liberation du site de fixation permet

ainsi au GTP de s'y associer a son tour puisque sa concentration cellulaire est superieure a celle
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II

Figure 6. Representation schematique d'un recepteur couple a une proteine G
heterotrimerique.

caracteristique du GDP. A nouveau, il y aura alteration de la conformation de la sous- unite

a, ce qui lui permet d'etre activee (Linder et Gilman, 1992; Lambright et al., 1994). Des lors,

cette activation favorise 1'augmentation de 1'afflnite de cette sous-unite pour differents

effecteurs associes a la membrane de meme qu'une reduction de son affinite pour Ie complexe

Py (Lambright et al., 1994). II s'en suit la dissociation de cet heterotrimere de fa^on a ce que

la sous-unite a, couple au GTP, diffuse Ie long de la membrane plasmique pour ensuite

s'associer a un effecteur, tel que Fadenyl cyclase ou la GMP-cy clique phosphodiesterase

retinale. Cette association induit alors 1'activation de cet effecteur, lequel peut ainsi propager

a son tour Ie signal vers 1'interieur de la cellule par Pintermediaire de voies de signalisation

caracteristiques. II suffit de quelques secondes a la sous-unite a pour reconvertir Ie GTP en

GDP par hydrolyse grace a son activite GTPase intrmseque. Ceci entrame son inactivation

suivie par sa dissociation avec 1'effecteur. II y aura reassociation de la sous-unite a au

complexe Py libre dans Ie but de reformer la proteine G heterotrimerique latente, prete a

reagir a une nouvelle stimulation extracellulaire (Under et Gilman, 1992). En somme, Ie taux

d'hydrolyse du GTP constitue Ie facteur limitant qui permet de reguler la duree d'activation
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des differentes sous-unites de la proteine G, puisque cette reaction engendre la reassociation

des sous-unites suite a leur inactivation et done a la reconstruction de la proteine maintenant

inactive (Neer, 1995).

Recepteur Agoniste

GDP

GTP GDP

GTP
Dissociation de la

sous-unite a

Figure 7. Modele explicatif du mode cT activation des proteines G. Au repos, la proteine
G est constituee de 3 sous-unites, dont la sous-unite a ( ^ ) qui est associee au GDP.
Lorsqu'il y a fixation de Fagoniste a son recepteur correspondant, la proteine G echange Ie
GDP pour du GTP, ce qui a pour effet son activation. Cet heterotrimere se dissocie alors et
pennet a la sous-unite a maintenant associee au GTP, de diffuser Ie long de la membrane
plasmique afm d'interagir avec un effecteur specifique. Ce demier devient a son tour active.
Quelques secondes plus tard suffises a la sous-unite a pour reconvertir Ie GTP en GDP,
favorisant des lors son inactivation. II y aura reformation du complexe heterotrimerique et
retour a la normale. La sous-unite (3 ( • ) et la sous-unite y ( 0).

Pendant longtemps, la communaute scientiflque croyait que la sous-unite a, couplee

au GTP, constituait a elle seule 1'activateur de 1'effecteur. Le complexe Pyjouait uniquement

Ie role de regulateur negatif necessaire a la reformation de 1'heterotrimere inactif (Linder et

Gilman, 1992). Cependant, de recentes etudes ont pennis d'observer certaines evidences

suggerant 1'implication du complexe py dans la signalisation (Noel et al., 1993). En effet, il
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aurait la capacite d'activer ou d'inhiber certains effecteurs (canaux K+, phospholipase A^,

PI3-K, phospholipase C,...), au meme titre que la sous-unite a (Clapham et Neer, 1993; Neer,

1995). Ce complexe pourrait meme induire la voie des MAPKs par 1'activation de Ras

(Crespo et al., 1994). Par consequent, differents effecteurs pourraient etre regules soit par la

sous-unite a de la proteine G, soit par Ie complexe Py. II semblerait egalement que certains

effecteurs soient modules par Fune ou 1'autre des sous-unites ou encore, qu'ils soient regules

au moyen de la sous-unite a de connivence avec Ie complexe Py. De plus, certaines analyses

ont permis de suggerer que Ie sous-unite a et Ie complexe Ry peuvent induire un signal

divergeant s'ils agissent sur une cible differente ou convergeant s'ils agissent sur la meme

cible. L'effet ultime, c'est-a-dire 1'activation ou 1'inhibition de 1'effecteur, dependra a la fois

de 1'agoniste extracellulaire, de la proteine G et de Feffecteur propement dit (Clapham et

Neer, 1993).

Domaines cTinteraction impliques dans la signalisation

Les interactions physiques entre proteines appartenant a la grande famille des kinases

seraient essentielles voire critiques dans 1'execution et la regulation des differents processus

cellulaires. En effet, 1'avenement d'innombrables techniques en biologie moleculaire telles

que la cristallographie aux rayons X, a permis de demontrer 1'importance de petits modules

proteiques impliques dans la regulation de la transduction des signaux. Cette importance se

traduit par leur capacite a medier de nombreuses interactions proteine-proteine au sein des

differentes cascades (Pawson, 1995). Nous avons vu precedemment leur implication directe

dans la transmission du signal des recepteurs actives au niveau de la membrane plasmique,

aux effecteurs cytoplasmiques localises en aval. Une simple mutation aussi anodine soit-elle

au sein de ces modules, peut occasionner des consequences desastreuses favorisant

Fetablissement de nombreuses anomalies dont differentes formes de cancers et desordres

genetiques severes incluant Ie syndrome de Liddle (syndrome de 1'hypertension) et la

dystrophie musculaire (Sudol, 1996).
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On compte a ce jour plus de 60 modules proteiques distincts, lesquels etant tous

nommes et classifies (Bork et al., 1997). Cependant, un certains nombres de caracteristiques

communes peuvent se degager suite a des etudes stmcturales et fonctionnelles faites sur

differents complexes domaine-ligand (Sudol, 1998). En effet, ces domaines possedent entre

40 et 150 acides amines arranges de fa^on a promouvoir la formation d'une ou plusieurs

surfaces de fixation du ligand appele pochette de reconnaissance. Us comportent egalement

plusieurs residus conserves directement impliques, d'une part, dans son assocation avec un

ligand correspondant et d'autre part dans Ie maintien de la structure du domaine. Le ligand,

quant a lui, interagit au moyen d'une courte sequence particuliere composee uniquement de 3

a 6 acides amines. La specificite de 1'interaction releve de la presence d'acides amines

localises de part et d'autre du motif, dictant ainsi la famille de modules susceptible d'etre

reconnue. II est certain que la variabilite qui caracterise la structure primaire du domaine

contribue egalement a la speciflcite de 1'interaction (Sudol, 1998).

Domaines SH2/SH3

Nous avons vu precedemment que les domaines SH2 et SH3 reconnaissent

respectivement des sequences en acides amines contenant des phosphotyrosines et des regions

riches en prolines. Or, quelles sont les experimentations qui ont mene a la decouverte de ces

sites de fixation et en quoi leur identification a permis de suggerer les roles potentiels joues

par ces petits modules proteiques. En fait, la decouverte des domaines SH2 est attribuable a

1'etude des mecanismes par lesquels les RTKs activent les differentes voies de signalisation,

un sujet tres a la mode au debut des annees 90 (Pawson et Schlessinger, 1993). Des

experiences, au cours desquelles Ie residu tyrosine du site d'autophosphorylation a ete mute

pour une phenylalanine, ont montre que 1'interaction entre Ie recepteur active et les differentes

voies de signalisation intracellulaires etait speciflque et requise. Par exemple, Ie mutant du

recepteur a PDGF caracterise par la presence d'une phenylalanine au lieu d'une tyrosine en

position 1021 fixe faiblement la PLC-yl et ne stimule en aucun cas 1'hydrolyse du
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phosphatidylinositol-4,5-6^phosphate. Ainsi, ces resultats suggerent que ce motif SH2 fixe

specifiquement et ce avec une grande affinite, les sites d'autophosphorylation du recepteur,

mediant par Ie fait meme les interactions primaires entre les RTKs et leurs substrats

correspondants (Pawson et Schlessinger, 1993).

Contrairement au domaine SH2, la fonction biologique exacte exercee par Ie domaine

SH3 est incertaine (Bar-Sagi et al., 1993). Cependant, il semblerait que ce petit module

proteique serait non seulement capable d'interagir specifiquement avec certaines proteines,

mais serait aussi implique dans la transmission des signaux de la surface cellulaire a partir des

recepteurs a activite tyrosine kinase aux effecteurs situes en aval (Pawson et Schlessinger,

1993). En effet, certaines eludes ont demontre que la deletion du domaine SH3 des proteines

tyrosine kinases c-Src et c-Abl conduisait a 1'activation de leur capacite oncogenique. Cette

activation serait Ie resultat d'une deficience au niveau de la regulation de 1'activite kinase et

de sa capacite a interagir avec d'autres proteines. Ainsi, il est possible de penser que ce petit

motif d'environ 50 a 60 acides amines aurait un role regulateur en ce sens qu'il permettrait de

medier les interactions entre differentes kinases et des proteines caracterisees par une fonction

regulatrice (Cicchetti et al., 1992; Pawson et Schlessinger, 1993; Isakov et al., 1994). Or,

V experience qui a permis de demontrer a prime abord la nature du motif SH3 en tant que site

potentiel de fixation, constitue Ie clonage de laproteine 3BP-1 (Cicchetti et al., 1992; Pawson

et Schlessinger, 1993; Bar-Sagi et al; 1993). Cette demiere a ete isolee au moyen d'une

sonde proteique correspondant au domaine SH3 de la proteine kinase c-Abl. Des analyses de

sequence de la proteine 3BP-1 ont revele la presence d'une courte sequence riche en prolines

(8 a 10 residus) capable d'interagir avec Ie module SH3 de c-Abl (Pawson et Schlessinger,

1993).

Les interactions proteiques qui resultent de la reconnaissance specifique des domaines

SH2 et SH3 pour leurs sequences particulieres, permettent 1'activation d'intermediaires

necessaires a la transmission du signal. Or, quels sont les mecanismes par lesquels ces petits
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motifs proteiques permettent la modulation de 1'activite des enzymes qui les possedent. En

fait, il y aurait trois mecanismes d'activation des molecules comportant des domaines

SH2/SH3 par des recepteurs a activite tyrosine kinase (Pawson et Schlessinger, 1993;

Schlessinger, 1994; Cohen et al., 1995). Le premier implique tout simplement Ie phenomene

de phosphorylation sur des residus tyrosines (Figure 8 a). II a ete demontre que cette

phosphorylation serait necessaire dans 1'activation de la PLCy par exemple (Schlessinger,

1994). En effet, Factivation du recepteur a EGF suivi par son autophosphorylation, permet

1'association des domaines SH2 de la PLCy aux phosphotyrosines du recepteur. Cette

interaction assure alors la phosphorylation efflcace de la PLCy par Ie domaine tyrosine kinase

du recepteur. II s'en suit 1'activation de la PLCy maintenant apte a hydrolyser son substrat

localise au niveau de la membrane plasmique. Le second mecanisme est caracterise par un

changement de conformation (Figure 8b). Des etudes approfondies du processus d'activation

de la PIS-K auraient permis de Ie demontrer. II semblerait que la sous-unite regulatrice de

85kDa (p85), suivant sa fixation aux residus tyrosines du recepteur a PDGF, subirait un

changement conformationnel. Ce changement serait par la suite transmis a la sous-unite

catalytique (pl 10) assurant des lors 1'augmentation de son activite. Le troisieme mecanisme

implique cette fois-ci la relocalisation subcellulaire d'un element clefnecessaire au processus

cT activation d'une voie de transduction donnee (Figure 8c). La proteine Grb2, comme il a

deja ete mentionne, constitue une proteine adapteur. En effet, elle permet de faire un pont

entre Ie recepteur a EGF et la voie de signalisation Ras, grace a ses domaines SH3 capables de

reconnaitre specifiquement des motifs riches en prolines de la proteine Sos. Cette interacion

(Grb2/Sos) est essentielle a 1'activation de Ras puisque la proteine Grb2 ne possede aucune

activite intrinseque. Or, Sos possede cette activite mais elle n'est effective que lorsqu'elle est

transloquee au niveau de la membrane plasmique. En aucun cas son activite est detectable

suivant sa stimulation par Ie EGF. Certains chercheurs ont alors propose que la formation du

complexe recepteur/Grb2/Sos permettait d'augmenter localement la concentration de Sos,

1'element clef, a 1'endroit meme ou Ras est localise. Ainsi, Sos pourrait des lors echanger Ie

GDP pour du GTP et par Ie fait meme induire 1'activation de Ras.
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Figure 8. Mecanisme d'activation des molecules caracterisees par des domaines SH2/SH3
via des recepteurs a facteurs de croissance. (a) Activation par phosphorylation du residu
tyrosine. Le domaine SH2 de la PLCy s'associe a la phosphotyrosine du recepteur a EGF. (b)
Activation au moyen d'un changement confonnationnel. L'interaction entre la
phosphotyrosine du recepteur a PDGF et Ie domaine SH2 de p85 occasionne un changement
dans la confonnation de la PIS-K, ce qui induit son activite enzymatique. (c) Activation par
relocalisation subcellulaire. Les domaines SH3 de 1'adapteur proteique Grb2 permettent de
recruter au niveau de la membrane plasmique la proteine Sos.
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Domaines WW/WWP

Outre ces domaines SH2/SH3, il existe d'innombrables petits modules proteiques

impliques dans 1'avenement des interactions proteine-proteine. Le domaine WW/WWP

constitue, entre autres, 1'un de ces motifs. II est compose d'environ 35 a 40 residus et son

appellation fait reference a la presence de 2 residus tryptophanes (W) hautement conserves,

lesquels etant separes par 20-22 acides amines. Les diverses proteines caracterisees par la

presence de ce motif sont subdivisees en 2 groupes, soit Ie groupe I qui reconnait

speciflquement la sequence consensus PPxY, et Ie groupe II s'associant a la sequence PPLP

(Pawson and Scott, 1997; Sudol, 1998).

Une recente etude publiee par Ie groupe du Docteur Leder, semble suggerer

1' existence d'une interrelation fonctionnelle entre les domaines SH3 et WW/WWP (Chan et

al., 1996). En effet, cette hypothese resulte d'une etude realisee sur la formine, une proteine

impliquee dans Ie developpement des membres et des reins chez la souris. Cette demiere

comporte au sein de sa structure primaire, une region polyproline similaire a celle reconnue

par Ie domaine SH3 de la proteine c-Abl. Cette decouverte suggere done la possibilite que la

formine puisse interagir avec differentes proteines caracterisees par un domaine SH3, dans Ie

but d'exercer sa fonction au cours du developpement embryonnaire. Or, grace au criblage

d'une banque d'expression chez la souris au moyen de la region riche en prolines de la

formine, Chan et ses collaborateurs (1996) ont identifie 2 groupes de proteines susceptibles

d'interagir avec cette sequence. Le premier groupe comporte differentes proteines

caracterisees par un motif SH3 alors que Ie deuxieme groupe est compose par des proteines

possedant un motif WW/WWP (ceux du groupe II qui recoimaissent la sequence PPLP). Us

ont egalement demontre que ces domaines WW/WWP etaient capables de competionner

directement avec Ie domaine SH3 de c-Abl pour s'associer a la sequence proline riche de la

formine. Ainsi, il est possible de proposer 1'implication des domaines WW/WWP dans la

regulation de la fonction des motifs SH3 grace a leur capacite a reconnaitre des sequences
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riches en pro lines analogues a celles reconnues par les domaines SH3 (Sudol, 1996). Dans un

tel cas, nous poumons avoir Ie tout premier exemple de "degenerescence du code des

interactions proteine-proteine" dont Ie role serait, au meme titre que celui du code genetique,

de contrecarrer ou de minimiser les effets negatifs generes par di verses mutations. II est

possible egalement que cette degenerescence offre un mecanisme permettant la convergence

des differentes voies de signalisation (Sudol, 1996; Sudol, 1998). Croire en 1'existence d'un

tel code n'est en aucun cas absurde compte tenu de 1'importance qu'occupent les differents

modules proteiques dans Ie processus de transmission des signaux et ce a tous les niveaux

dans les diverses cascades enzymatiques.

Domaines PH

Depuis 1993, Ie motif PH d'environ 100 acides amines, a fait son apparition suite a la

decouverte du substrat majeur de la PKC, la pleckstrme (Haslam et al., 1993). En effet, cette

proteine substrat est caracterisee par la presence de 2 modules, 1'un en N-terminal, 1'autre en

C-terminal, maintenant appeles les "sequences meres", qui permettent de definir les membres

pouvant appartenir a cette famille de domaines PH ou "Pleckstrin homology domain". On

compte a ce jour plus de 100 motifs PH differents dont certains caracterisent plusieurs

enzymes ayant des fonctions de regulation importantes (Shaw, 1996). Des etudes ont

egalement demontre leur association et parfois meme leur implication en tant qu'agent causal

de nombreuses maladies humaines. L'agammaglobulinemie associee au chromosome X

(XLA) constitue indeniablement 1'un des exemples permettant de mettre en lumiere cette

relation. En effet, une simple mutation ponctuelle au coeur meme du domaine PH de la

tyrosine kinase Btk, normalement exprimee dans les lymphocytes B, peut non seulement

empecher la formation de ces cellules mais egalement prevenir la production d'anticorps, des

acteurs indispensables au bon fonctionnement du systeme immunitaire (Shaw, 1996).
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II existe plusieurs modeles permettant de brosser un tableau relatant la fonction

realisee par les motifs PH. Selon certaines etudes, ces motifs seraient aptes a s'associer autant

a des proteines qu'a divers phosphates inositol. En effet. Ie recepteur R-adrenergique (P-

ARK), une proteine kinase cytosolique, contient dans sa portion carboxy-terminale un site de

fixation pour les sous-unites Py des petites proteines G (GRy), qui comme nous 1'avons vu

precedemment sont normalement couplees a des recepteurs localises au niveau de la

membrane plasmique. Or la translocation de cette enzyme pres de la membrane est

essentielle a 1'activation du recepteur R-adrenergique (P-AR) et des recepteurs couples a des

proteines G qui lui sont associes, grace a leur phosphorylation par la R-ARK. Fait interessant,

Ie site de fixation GRy de la (3-ARK est un domaine PH. La relocalisation de la phospholipase

C (PLC) au niveau de la membrane plasmique constitue un second exemple qui met en

evidence 1'implication des modules PH dans Ie processus de transduction des signaux. En

effet, F activation de la PLC resulte en son association a la membrane plasmique grace a la

fixation de son domaine PH a une molecule de phosphatidyinositol-4,5-6z5phosphate (PIP2).

Cette fixation permet par la suite 1'hydrolyse de cette PIP2 en une molecule d'inositol-tris-

phosphate soluble (IPS), laquelle pouvant a son tour s'associer a de nouvelles PLC

cytosoliques toujours par 1'intermediaire de leur domaine PH. Ces motifs constituent done

avec les domaines SH2 et SH3, des modules responsables de la formation de complexes

proteiques associes a la membrane (Shaw, 1996).

Cascade des MAPKs

Les mediateurs de signaux de transduction localises au niveau du cytoplasme sont a la

fois des proteines tyrosine kinases, des proteines serine/threonine kinases et des proteines a

double specificite. La majorite d'entre elles appartiennent a la famille des "mitogen-activated

protein kinases" (MAPKs). Ces membres sont subdivises en niveaux successifs (MAP4K,

MAPKKK, MAPKK, MAPK) traduisant Ie parcours empmnte par Ie signal, Ie niveau MAPK

etant celui Ie plus eloigne du site d'initiation de la transduction (Serger et Krebs, 1995)
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(Figure 9). Le mecanisme par lequel la transmission est possible se caracterise par une

cascade sequentielle de phosphorylation et d'activation de proteines kinases en direction du

noyau. En somme, les membres du niveau MAPKK sont phosphoryles puis actives par ceux

appartenant au niveau superieur, soit Ie niveau MAPKKK, pour ensuite phosphoryler et

activer a leur tour les membres du niveau MAPK. Ces demiers seront transloques au noyau

pour y phosphoryler certains facteurs de transcription ou proteines nucleaires impliquees dans

la regulation de la transcription et ainsi moduler 1'expression de genes particuliers (Davis,

1993; Kiefer et al., 1996). Le mecanisme par lequel cette translocation est possible n'a

malheureusement pas encore ete totalement elucide. Cependant, certaines etudes ont

demontre Fimplication d'une sequence NES ("nuclear export signal sequence") presente chez

MEK, une MAPKK. En effet, il semble que cette sequence soit a la fois necessaire a la

localisation cytoplasmique de MEK et a la retention ou a la sequestration de la MAPK (ERK)

au niveau du cytoplasme. Seule la stimulation de cette voie peut entrainer la dissociation du

complexe MEK/MAPK et ainsi favoriser la progression de la MAPK en direction du noyau,

alors que MEK demeure au cytoplasme (Fukuda et al., 1997). Ainsi, MEKjoue a la fois Ie

role d'activateur direct de la MAPK et de proteine d'ancrage au niveau du cytoplasme.

Chez les mammiferes, il existe 3 voies de signalisation importantes dans la cascade

des MAPKs. La mieux connue constitue la voie Ras -> Raf -^- MEK -» ERK (Figure 10)

(ou MEK signifie "mitogen-activated protein (MAP) kinase/ERK kinase" et ERK

"extracellular-signal-regulated kinase") qui est typiquement stimulee par des facteurs de

croissance. Les deux autres voies, soit SAPK/JNK (Figure 11) et p38 (Figure 12), sont

stimulees au moyen de cytokines, d'hormones et d'une variete de stress (Kyriakis et Avruch,

1996). Originellement, la communaute scientifique croyait, grace a des etudes faites chez la

levure Saccharomyces cerevisiae (Seger et Krebs, 1995), que ces voies etaient paralleles et

distinctes en ce sens qu'elles ne pouvaient etre activees simultanement en reponse a un

meme stimulus. Toutefois, il semblerait que 1'activation d'une ou de plusieurs cascades de
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Stimulations extracellulaires

Facteurs de croissance Hyperosmolarite, Stress cellulaires, cytokines,
Phorbol ester ^ UV

Integration du signal dans Ie noyau et induction d'un reponse cellulaire adequate
(proliferation, differenciation, inhibition de croissance, apoptose,...)

Figure 9. Cascade des MAPKs chez les mammiferes.
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Figure 10. La voie des ERKs. Cette voie consiste en une cascade sequentielle de
proteines kinases permettant d'induire la proliferation et la differenciation cellulaire
suivant 1'expression de genes particuliers. Les recepteurs a facteurs de croissance (rFGF),
lorsqu'actives par leur Hgand respectif (FGF), vont favoriser 1'activation de la proteine
Ras, laquelle a son tour active c-Raf, MEK et ERK1/2. Cette demiere est par'la suite
transloquee au noyau dans Ie but d'activer par phosphorylation divers facteurs de
transcription tels que Stat3 et Elk-1. Les points noirs representent quelques sites de
phosphorylation.

27



TNF-a, IL-1

rGF

Membrane

RAS ^ RHO ^ RAC

N+^
PAK kinase

^
MEKK1

u.v.

Anisomycine
Choc osmotique

Cytoplasme

Facteurs de
transcription Transcription

Figure 11. La voie des JNKs. Une variete de stimulations extracellulaires dont la lumiere
U.V., les cytokines inflammatoires, divers stress osmotiques, etc., ont la capacite d'induire
Pactivation de la voie des JNKs. Cette demiere est impliquee dans les processus d'inhibition
de croissance et d'apoptose. Les cytokines inflammatoires telles que Ie TNF-a et IL-1
semblent activer cette voie par 1'entremise de la famille des petites GTPases Rac/Rho alors que
Panisomycine (inhibiteur de la synthese proteique), les U.V. ainsi que les chocs osmotiques
agissent independamment des ces GTPases. MEKK1 eventuellement activee phosphoryle
SEK1, laquelle a son tour active JNK. JNK est ensuite transloquee au noyau. Elle active
certains facteurs de transcription tels que ATF-2 et c-jun, pour y reguler 1'expression de genes
particuliers.
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Figure 12. La voie de p38. Cette voie peut etre activee a la fois par une variete de stress
telle que la lumiere U.V., les cytokines inflammatoires (TNF-a et IL-1), les chocs
osmotiques ainsi que par divers facteurs de croissance (FGF). Dans tous les cas, il y a
activation de p38 par les differents membres de la famille SEK. Cette famille comporte,
entre autres, MKK4, laquelle peut egalement induire 1'activation de la voie des JNKs,
MKK3 et MKK6. P38 ainsi activee peut alors etre transloquee au noyau dans Ie but de
phosphoryler et d'activer plusieurs facteurs de transcription dont Elk-1 et myc.
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phosphorylation peuvent etre induites suivant la mobilisation du stimulus par d'autres

molecules impliquees dans la signalisation telles que les isoformes de la proteine kinase C

(PKC), les phospholipides kinases, les sous-unites a et py des proteines G, les

phospholipases, etc (Denhardt, 1996). Ces demieres peuvent avoir un impact sur plusieurs

effecteurs en aval appartenant a differentes voies de transduction. Ceci semble paradoxal

puisque chaque voie semble induire une reponse cellulaire qui lui est propre. En effet,

contrairement a 1'activation de la voie des JNKs qui conduit preferentiellement a 1'arret de la

croissance ou a 1'apoptose, la cascade des ERKs stimule la proliferation et la differenciation

cellulaire. Or, Ie fait de stimuler differentes voies de transduction peut sembler difflcile quant

a la determination du destin de la cellule. En fait, Fimplication simultanee de plusieurs

cascades de signalisation traduit Ie coeur d'un concept nouvellement etabli. Ces activations

multiples permettraient Ie chevauchement entre les differentes voies pour assurer Ie

renforcement ou 1'attenuation du signal transmis (Denhardt, 1996). Voila pourquoi la PKC

par exemple, peut etre impliquee dans une variete de reponses cellulaires suivant sa

stimulation par Ie phorbol ester, telles que 1'activation mitogenique et Fmhibition de la

proliferation accompagnee d'une differenciation cellulaire concomitante (Clemens et al.,

1992). Ce concept permet egalement d'expliquer la raison d'etre des differents niveaux

successifs qui traduisent Ie cheminement du signal vers Ie noyau. Ces cascades sequentielles

permettraient 1'augmentation de la stabilite du signal; la contribution de chaque membre serait

importante sans toutefois etre critique pour qu'il y est transmission (Denhardt, 1996). De

fa^on generale, dans une cellule saine en condition normale (aucune perturbation), les

differentes voies fonctionnent a un taux basal et semblent se contrebalancer les unes avec les

autres atm d'assurer 1'etat homeostatique. Une simple perturbation quelle qu'elle soit,

modifle cet equilibre conduisant alors la cellule vers les processus de proliferation, de

differenciation cellulaire, d'inhibition de croissance ou d'apoptose (Denhardt, 1996; Paul et

al., 1997). Par exemple, une etude a demontre que 1'activation des voies de signalisation de

JNK et p38, suite a 1'enlevement du NGF, etait necessaire mais non suffisante pour induire

1'apoptose des cellules PC 12. En effet, 1'addition du NGF permet la suryie de ces cellules

puisqu'il entraine 1'activation de la voie Ras-> Raf-» MKKl/2^- ERK. Or, ils ont montre
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que cette privation occasionnait non seulement 1'activation de JNK et de p38 mais aussi

1'inactivation de ERK. Ainsi, il semblerait qu'une plus grande quantite d'activite ERK

comparativement a celles de JNK et p38 favoriserait la survie des cellules, alors que Fmverse

assurerait Finduction du processus d'apoptose (Figure 13) (Xia et al., 1995; Denhardt, 1996;

Jarpe et al., 1998; Madhani et Fink, 1998). L'effet net d'une stimulation donnee est done Ie

resultat d'une integration complexe de 1'intensite et de la duree du processus d'activation de

chaque voie de transduction prise individuellement (Robinson et Cobb, 1997; Jarpe et al.,

1998). Le destin de la cellule depend done du facteur extracellulaire libere par Ie cellule

emettrice, des differentes proteines impliquees dans la transmission du signal qui sont

exprimees dans la cellule cible et de la dynamique qui unit les differentes voies pour retablir

1'equilibre.

Toutefois, ce concept ne permet pas totalement d'expliquer la rapidite, la specificite de

meme que la selectivite de la reponse compte tenu du fait que certaines kinases, au sein de

leur organisation, peuvent etre partagees parmi les differentes voies de signalisation. La

levure semble pourtant avoir resolu ce probleme par 1'utilisation des proteines Ste5 et Pbs2,

des adapteurs non enzymatiques ("scaffold protein") capables de former des complexes

multiproteiques avec certaines kinases (Stell, Ste20 et Ste7), lesquelles etant partagees parmi

plusieurs voies de signalisation independantes (Figure 14) (Choi et al., 1994; Elion, 1998;

Madhani et Fink, 1998; Schaeffer et al., 1998). La formation de ce complexe, egalement

appele transducisome, viendrait compromettre Ie chevauchement de ces voies tout en assurant

la selection des differents effecteurs necessaires au bon denouement. II favoriserait de plus,

la rapidite du transfer! a travers la cascade en facilitant la phosphorylation successive des

divers membres associes a ce meme complexe (Faux et Scott, 1996; Whitmarsh et at,, 1998;

Whitmarsh et Davis, 1998). En fait, il s'agit simplement d'une organisation subcellulaire des

differentes serine/threonme kinases en un complexe multiproteique similaire a celui observe

au niveau de la membrane plasmique lors du processus d'activation des recepteurs, et au sein

duquel on retrouve des proteines dites adapteurs. Ces demieres, etant elles-memes localisees
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Figure 13. Modele etablissant les roles de la voie des JNKs et des ERKs dans
Pinduction du processus d'apoptose. En presence de NGF, la sunde des cellules est
assuree a la fois grace a 1'activation de la voie des ERKs et a la supression de JNK et p38.
Sans NGF, il y a desactivation de la voie des ERKs et Ie processus d'apoptose
s'enclenche.

a des endroits strategiques dans la cellule, auraient pour role la compartimentalisation de

certaines kinases particulieres au niveau de leur site d'action. Cette relocalisation serait

necessaire pour assurer leurs fonctions physiologiques (Mochly-Rosen, 1995; Pawson et

Scott, 1995;Tsunoda^a/., 1998).

32



a)
STE20

'̂•3
STE11

STE7

FUSS

b)

MAPKKK

MAPKK

MAPK iSTE11

HOG1

Figure 14. Complexes multiproteiques chez la levure. (a) Fixation des proteine Stell,
Ste7 et Fus3 a Ste5. (b) Interaction des proteines Stel 1 et HOG1 a la proteine Pbs2.

Cette decouverte a pousse la communaute scientifique a se toumer vers 1'identification

de proteines analogues chez les cellules de mammifere. Recemment, 2 proteines ont ete

identifiees par Ie systeme des deux hybrides, soit JIP-1 et MP1, oeuvrant respectivement au

sein de la voie des JNKs et des ERKs (Figure 15) (Elion, 1998; Schaeffer et al., 1998;

Whitmarsh et al., 1998). JIP-1 a initialement etc caracterisee en tant qu'inhibiteur de la voie

des JNKs de par sa capacite a sequestrer JNK dans Ie cytoplasme lorsqu'elle est surexprimee.

Cette sequestration prevenait des lors 1'expression de genes particuliers normal ement modules

suivant 1'activation de cette voie de transduction. Toutefois, une caracterisation plus

approfondie de cette proteine a revele son habilete a interagir specifiquement avec divers

composants appartenant tous a la voie des JNKs soit MLK3 (MAPKKK), ZPK/DLK/MUK

(MAPKKK), MKK7 (MAPKK) et JNK (MAPK). 11 semblerait cependant que JIP-1 induit

P activation de JNK par MLK3 et MKK7. Aucune experimentation n'a jusqu'a maintenant

confirme 1'activation de JNK par ZPK malgre Ie fait qu'elle puisse interagir avec JIP-1

(Whitmarsh et al., 1998; Whitmarsh et Davis, 1998). JIP-1 constitue done une "scaffold

protein" similaire a Ste5 en ce sens qu'elle dirige une voie de signalisation dans sa totalite

puisqu'elle interagit avec un representant de chaque niveau successif (Elion, 1998). Ces

differents representants vont ensuite occasionner la phosphorylation de JIP-1 et Ste5 suivant
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leur association. La signification de cette phosphorylation n'a cependant pas encore ete

eclaircie (Whitmarsh et Davis, 1998).

Contrairement a JIP-1, MP1 appartient a un second groupe de "scaffold protein"

puisqu'elle ne fixe que MEK1 (MAPKK) et ERK1 (MAPK), facilitant ainsi leur activation.

Cette interaction permet uniquement la determination d'une destination finale ce qui laisse

presupposer 1'implication de d'autres "scaffold protein" situees en amont (Elion, 1998;

Schaeffer et al., 1998).

Outre ces adapteurs non enzymatiques, il semblerait que certaines kinases exer9ant un

role au sein des diverges voies de transduction, puissent egalement jouer ce role d'adapteur.

MEKK1 est Pun de ces candidats (Figure 15) (Elion, 1998; Whitmarsh et Davis, 1998). En

effet, sa region amino-terminale peut s'associer a la fois a NIK (MAPKKK) et JNK (MAPK).

NIK peut a son tour interagir avec NCK, une proteine cible de divers recepteurs a facteurs

de croissance au meme titre que Grb2, permettant ainsi de Her les recepteurs localises a la

surface cellulaire a la voie des JNKs (Su et al., 1997). De plus la portion carboxy-terminale

de MEKK1 interagit egalement avec MKK4/MKK7 tous deux impliques dans 1'activation de

la voie des JNKs (Whitmarsh et Davis, 1998).

En somme, il existe une multitude de fa^on pour assurer la rapidite, la specificite et la

selectivite des diverses proteines kinases au sein du processus de transduction des signaux.

Outre Ie concept de chevauchement des voies, la cellule utilise trois types de proteines : des

proteines accessoires qui regulent directement 1'activite d'une proteine kinase et/ou sa localisation
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Figure 15. Complexes multiproteiques chez les mammiferes. (a) Association des proteines
kinases MLK3, MKK7 et JNK a JIP-1, ce qui facilite leur activation successive, (b)
Association de MEK1 et ERK1 a MP1. (c) Interaction des proteines NIK et JNK avec la
portion amino terminale de MEKK1 et association des proteines MKK4/MKK7 dans la region
carboxy terminale de MEKK1.

(les sous-unites des la proteine kinase A), des proteines adapteurs qui associent la proteine

kinase a son regulateur et/ou son substrat (une proteine ayant des domaines SH2/SH3 qui relie

un recepteur a ses effecteurs situes en aval) et des proteines regulatrices qui permettent

d'associer un groupe de proteines kinases fonctionnant sequenciellement dans la meme

cascade (JIP-1, MP1, Ste5) (Choi et al., 1994). L'integration complexe de ces divers

mecanismes assure une certaine flexibilite dans la regulation du processus de signalisation et

permet ainsi d'eviter d'innombrables desordres physiologiques importants (Choi et a/., 1994).

La famille des MLKs

La famille des MLKs (mixed-lineage kinases), une nouvelle famille de proteines

kinases, comporte plusieurs membres dont MLK1 (Dorow et al., 1993), MLK2/MST (Dorow

et al., 1993), MLK3/SPRK/PTK1 (Ezoe et al., 1994; Gallo et al., 1994; Ing et al., 1994),

ZPK/DLK/MUK (Beaudoin et al., 1994; Holzman et al., 1994; Hirai et al., 1996; Reddy and

Pleasure, 1994) et LZK (Sakuma et al., 1997), lesquels etant tous caracterises par un domaine
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catalytique distinct. En effet, ce demier possede certaines caracteristiques des deux types

d'activite kinase, puisqu'il contient a la fois plusieurs motifs conserves generalement associes

aux serme/threonme kinases et aux tyrosine kinases. Cependant, seule leur activite

serine/threonine kinase n'a, jusqu'a maintenant, pu etre demontree en laboratoire (Fanger et

al., 1997). La seconde particularite qui distingue les membres de la famille des MLKs

constitue la presence d'un double domaine leucine/isoleucine zipper separe par une courte

sequence de 13 a 27 acides amines. Ces motifs suggerent la possibilite que ces proteines

seraient aptes a former des complexes homodimeriques ou heterodimeriques analogues a ceux

observes chez de nombreux facteurs de transcription (Landschulz et al., 1988). De recentes

etudes ont demontre que la dimerisation de MLK3 via son domaine leucine-zipper etait un

prerequis necessaire a son autophosphorylation et par Ie fait meme essentielle a son activation

(Leung et Lassam, 1998). Tous les membres de la famille des MLKs possedent egalement

plusieurs regions riches en prolines situees de part et d'autre du domaine catalytique, lesquels

etant susceptibles d'etre la cible de nombreux ligands SH3 (Fanger et al., 1997). Toutefois,

contrairement a ZPK/DLK/MUK et LZK, seuls MLK1, MLK2 et MLK3 possedent un motif

SH3 dans la portion NH2-termmale (Fanger et al., 1997). De plus, outre MLK1 et LZK, les

autres membres de cette famille de proteines kinases possedent egalement un domaine CRIB

("Cdc42/Rac interactive binding motif) leur permettant de s'associer a Racl/Cdc42, des

GTPases impliquees dans 1'activation de la voie des JNKs (Teramoto et al., 1996).

Cependant, en depit du fait que ZPK/DLK/MUK soit incapable d'interagir avec ces GTPases,

cette proteine comporte effectivement un domaine CRIB caracterise uniquement par 3 residus

conserves sur une possibilite de 8 (Burbelo et al., 1995; Fanger et al., 1997).

Malgre Ie fait que ces membres appartiennent tous a la meme famille de proteines

kinases, ils ont ete subdivises en deux sous-groupes en vertu d'une inspection plus

approfondie de leur sequence en acides amines (Holzman et al., 1994; Sakuma et al., 1997).

En effet, environ 40% de la sequence correspondant a la fois au domaine catalytique et au

domaine leucine-zipper de ZPK/DLK/MUK est similaire a MLK1, MLK2 et MLK3, alors

que 86,4% de cette meme sequence concorde avec celle de LZK (Sakuma et al., 1997).
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Ainsi, on a done regroupe MLK1, MLK2 et MLK3 en tant que premier sous-groupe de la

famille des MLKs, alors que ZPK/DLK/MUK et LZK forment Ie second sous-groupe.

ZPK/DLK/MUK

La proteine ZPK/DLK/MUK, un membre de la famille des MLKs, a ete identifiee a la

fois chez la souris (DLK) (Holzman et al., 1994; Beaudoin et al., 1994), Ie rat (MUK) (Hirai

et al., 1996) et 1'humain (ZPK) (Reddy and Pleasure, 1994) par quatre groupes de recherche

independants. Ces proteines analogues issues d'especes variees, demontrent sur 1'ensemble

de leur sequence 95% d'homologie. Ce haut pourcentage permet de suggerer 1'importance

que pourrait jouer cette kinase au sein de 1'organisme, compte tenu de fait qu'elle se soit

hautement conservee a travers 1'evolution (Blouin et al., 1996). ZPK possede, comme 11 a ete

mentionne auparavant, de nombreux motifs caracteristiques de la famille des MLKs et dont la

sequence primaire est illustree a la Figure 16.

Domaine Domaine Domaine Domaine
GP-riche catalytique leucine-zipper GSP-riche

Figure 16. Representation schematique de la sequence primaire de ZPK. GP represente
un domaine riche en glycine-proline et GSP un domaine riche en glycine-serine-proline. Le
domaine leucine-zipper comporte deux motifs separes par une sequence de 25 acides amines.
Le domaine catalytique est compose de diverses caracteristiques propres aux serine/threonine
kinases et aux tyrosine kinases.

La proteine kinase ZPK, au meme titre que d'innombrables proteines nouvellement

identifiees, est uniquement caracterisee de fa^on preliminaire et son role physiologique
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demeure a ce jour inconnu. Cependant, depuis sa decouverte, plusieurs evidences pennettent

de dresser un tableau relatant ses diverses implications au sein des differents processus

cellulaires qui regissent 1'organisme superieur. A prime abord, plusieurs etudes d'expression

realisees chez la souris semblent demontrer une distribution tissu-specifique de 1'ARNm de

ZPK (Reddy and Pleasure, 1994; Holzman et al., 1994; Blouin et al., 1996). Les ARNms

resultant de la transcription du gene ZPK, sont principalement localises au niveau du cerveau

et certains organes embryonnaires necessitant des interactions epithelio-mesenchymateuses

pour leur developpement tels que la peau, I'mtestin, Ie pancreas et les reins (Nadeau et al.,

1997). Les cellules qui 1'expriment fortement sont differenciees ou en voie de differenciation

terminale ce qui suggere 1'implication possible de ZPK dans 1'etablissement et/ou Ie maintien

de 1'etat differencie chez une variete de lignees cellulaires (Nadeau et al., 1997). II est

egalement concevable que ZPK puisse participer au processus de differenciation cellulaire par

1'entremise d'une regulation negative de la croissance (Bergeron et al., 1997). Une etude

realisee dans notre laboratoire a demontre que la surexpression de ZPK dans des fibroblastes

de souris (NIH 3T3) occasionnait inevitablement 1'arret de la proliferation cellulaire d'une

maniere dependante de son activite (Bergeron et al., 1997). Son implication dans la

regeneration du foie constitue un second exemple relatant Ie role possible de ZPK dans la

regulation de la proliferation et de la differenciation cellulaire (Douziech et al., 1998). En

effet, la capacite du foie a se regenerer suite a des blessures infligees soit par hepatectomie

partielle soit par intoxication chimique, constitue un modele in vivo permettant d'etudier les

differents mecanismes impliques dans Ie controle de ces processus physiologiques. Cette

experimentation a demontre 1'existence d'une correlation entre la distribution heterogene des

ARNms de ZPK et la variation zonale de Factivite proliferative des hepatocytes qui se produit

24 heures apres 1'hepatectomie. En effet, nous avons localise ZPK dans la zone pericentrale

d'un lobule hepatique, laquelle etant constituee d'hepatocytes affichant un retard au niveau de

leur entree en phase replicative. Ce resultat suggere la possibilite que ZPK agisse en tant

qu'inhibiteur de la proliferation dans Ie but de maintenir 1'etat differencie des cellules qui

1'exprime et ce afin d'assurer contmuellement la fonction de 1'organe en regeneration

(Douziech et al., 1998). Cette induction transitoire de 1'expression du gene ZPK chez les
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sous-populations d'hepatocytes serait 1'un des evenements sequentiels de signalisation

permettant ou non la proliferation cellulaire au cours du processus de regeneration.

Plusieurs groupes de recherche ont ensuite tente d'identifier quelle voie de

signalisation au sein de la cascade des MAPKs, etait activee par la proteine kinase ZPK (Fan

etal., 1996;Birsiietal., 1996). Ceux-ci ont mis en evidence sa capacite a induire 1'activation

de la voie des INKs et de p38, au meme titre que MLK2 ( Hirai et al., 1995; Cuenda et

Dorow, 1998; Hirai et al., 1998; Nagata et al., 1998) et MLK3 (Kiefer et al., 1996; Rana et

al., 1996; Tibbles et al., 1996; Teramoto et al., 1996), possiblement par 1'entremise de

SEK1/MKK4, une MAPKK (Figure 9). Ces voies, preferentiellement activees par des

cytokines inflammatoires (TNFa, IL-IR) et une variete de stress (choc thermique,

1'hyperosmolarite et la lumiere UV), sont impliquees, entre autres, dans la regulation du cycle

cellulaire, la reparation de 1'ADN et 1'apoptose (Kyriakis et Avruch, 1996; Paul et al., 1997).

Outre ces etudes d'expression et d'activation, Mata (1996) a demontre 1'importance de

la compartimentalisation subcellulaire de la proteine ZPK7DLK/MUK dans 1'etablissement de

son etat de phosphorylation. Cette compartimentalisation constitue un mecanisme cellulaire

frequemment utilise au sein des proteines kinases puisqu'il permet une specificite tant au

niveau de la regulation que de 1'action generee par ces enzymes. Plusieurs experimentations

ont permis de confirmer, grace a des stimulations cellulaires, que la translocation de

nombreuses proteines kinases en des endroits strategiques ou elles s'associent a des proteines

adapteurs, leur permettent d'avoir acces a leur subtrat et ainsi accomplir leur fonction

physiologique. Or, il semblerait que ZPK pourrait egalement proceder de cette fa^on (Mata et

al., 1996). II a ete demontre par fractionnement subcellulaire qu'elle pouvait non seulement

se localiser tant au niveau des membranes que du cytosol, mais egalement qu'elle presentait

differentes caracteristiques biochimiques dependantes de sa localisation. Associe aux

membranes, ZPK etait non phosphoryle et homodimerique, caracterise par un poids

moleculaire de 260 Kda. Par centre, dans les fractions cytosoliques, ZPK etait monomerique
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et se presentait a la fois sous la forme phosphorylee et non phosphorylee. Ces resultats

suggerent done la possibilite que cette translocation au niveau du cytosol serait requise a

F activation de la proteine ZPK. Cependant, nul ne sait par quels processus moleculaires cette

proteine d'une part peut s'associer aux membranes, et d'autre part se relocaliser dans Ie

cytoplasme.

Description du projet de Maitrise

Malgre 1'ensemble des donnees experimentales disponibles actuellement, la fonction

physiologique de la proteine kinase ZPK reste encore inconnue. Nous croyons qu'elle est

impliquee dans la regulation des processus de proliferation et de differenciation cellulaire.

Afin d'eclaircir et d'apporter de nouvelles donnees quant au role qu'elle pourrait exercer in

vivo, nous avons emis 1'hypothese de travail suivante : ZPK, de par Ie fait qu'elle comporte au

sein de sa sequence primaire plusieurs regions riches en prolines analogues a celles recomiues

par des ligands SH3, interagit avec differents partenaires proteiques specifiques qui lui

permettent d'une part, d'assurer sa localisation subcellulaire et d'autre part, d'exercer sa

fonction au sein des differents processus cellulaires. La litterature offre plusieurs exemples

relatant 1'implication de telles interactions proteine-proteine dans la transmission des signaux

per9us au niveau de la membrane en direction du noyau ainsi que dans la relocalisation de

certaines enzymes pour qu'elles puissent exercer leur fonction caracteristique. L'objectif

principal du projet de maitrise etait done d'identifler, de purifier et de caracteriser un

partenaire proteique potentiel de ZPK. A cette fin, nous avons d'abord determine la

localisation subcellulaire de la proteine ZPK afin d'obtenir des eclaircissements sur sa

fonction biologique et peut-etre meme son mecanisme d'action. L'atteinte de ce premier

objectifa necessite 1'utilisation de techniques de microscopie optique et electronique ainsi que

differentes analyses biochimiques qui seront decrites ulterieurement.
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Dans un deuxieme temps, nous avons procede a 1'identification d'un partenaire au

moyen d'une technique d'analyse des interactions proteine-proteine appelee Far Western. A

cette fin, des extraits membranaires fixes sur une membrane de PVDF ont etc incubes en

presence de la region riche en prolines de ZPK fusionnee a la glutathione S-transferase. Cette

proteine de fusion a egalement ete utilisee lors d'experiences de chromato graphic d'affinite

necessaire a la purification d'un partenaire potentiel de ZPK.
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CHAPITRE 1

MATEMEL ET METHODES

1.1 Determination de la localisation subcellulaire de la proteine ZPK

1.1.1 Culture cellulaire

La lignee de cellules NIH 3T3 a ete maintenue en culture dans Ie milieu "Dulbecco's

Modified Eagle Medium" (DMEM, Gibco BRL, Etats-Unis) comprenant a la fois 10% de

serum de bovin foetal (FBS, Gibco BRL, Etats-Unis), lOOU/ml de penicilline, lOOp-g/ml de

streptomycine et 25ng/ml d'amphotericine B (Gibco BRL, Etats-Unis). Ces cellules ont ete

cultives a 37°C sous une atmosphere de C02 a 5%.

1.1.2 Immunohistochimie

L'analyse de la localisation subcellulaire de la proteine ZPK par microscopie optique a

ete realisee grace a la technique d'immunohistochimie. Les cellules ont d'abord ete fixees

pendant 2 minutes a la temperature de la piece dans une solution 1:1 (v/v) de

methanol/acetone. Elles out ensuite ete incubees 30 minutes dans une solution de TBS-B

(20mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% Tween-20) contenant 1% BSA et 1% lait en

poudre dans Ie but de bloquer les sites de liaison non specifiques. En ce qui a trait aux

reactions avec les anticorps, les cellules ont ete incubees avec 1'anti-ZPK (dilution 1:400)

(Daigle, 1998) pendant 1 heure a la temperature de la piece suivi par une seconde incubation

d'egalement 1 heure avec un anticorps secondaire conjugue a la phosphatase alkaline (dilution

42



1:1000). Plusieurs etapes de lavage out ete effectuees avec les tampons TBS-B (3 fois 5

minutes) et Tris-HCl pH 9.5 (lOOmM Tris-HCl, pH 9.5, lOOmM NaCl, 50mM MgCl2 et ImM

levamisole) (3 fois 5 minutes) apres quoi 1'activite de cette phosphatase alkaline a ete

visualisee suivant sa reaction avec ses substrats, soit Ie NBT et Ie x-phosphate (Boehringer

Mannheim, Canada) eux-memes dilues dans la solution de Tris-HCl pH 9.5. Finalement, les

cellules ont ete obser^ees puis photographiees sous illumination "bright-field" a 1'aide d'un

photomicroscope Zeiss et de films T-Max 100 de Kodak. En ce qui a trait aux

experimentations realisees pour la microscopie electronique, les cellules Nffl 3T3, cultivees

dans des petris de 35mm, ont ete fixees a la temperature de la piece avec une solution de

parafonnaldehyde-lysine periodate pendant une periode de 4 heures. Ces cellules ont par la

suite subi une etape de permeabilisation a 1'aide de la saponine pour ensuite etre soumises a

une immunohistochimie telle que decrite precedemment a 1'aide de 1'anti-ZPK (dilution

1:400) et d'un anticorps secondaire couple cette fois-ci a une peroxydase (dilution 1:200,

Sigma, Canada). Suivant la revelation de 1'activite peroxydase avec la diaminobenzidine et Ie

H202, les cellules ont alors ete fixees dans de la glutaraldehyde suivi d'une fixation au

tetroxide d'osmium reduit avant de proceder a la deshydratation ainsi qu'au scellage dans

1'Epon. Des sections de 70 nm ont ete preparees puis colorees au nitrate de plomb. Les

microphotographies ont ete prises sur un microscope electronique Philips 201.

1.1.3 Fractionnement subcellulaire

Le fractionnement subcellulaire a ete realise grace a 1'utilisation d'un gradient de

Percoll (Pharmacia Biotech, Canada) (Morand et Kent, 1986). Environ 5 X 10 de cellules

Nffl 3T3 ont ete resuspendues dans un tampon TS froid (lOmM Tris-HCl, pH 7.4, 250mM

sucrose, ImM PMSF, l^ig/ml leupeptine et l|Lig/ml aprotinine) pour etre homogeneisees a

1'aide d'un homogeneisateur de type B (environ 20 strokes). L'homogenat a alors ete traite

avec 75U/ml de DNAse I (Phamiacia Biotech, Canada) pendant 30 minutes a 37°C. Cette

preparation a ete deposee sur Ie dessus d'une solution de Percoll a 13.5% preparee dans Ie

43



tampon TS et centrifugee a 17 000 rpm pendant 1 heure a 1'aide du rotor 50 Ti de la

compagnie Beckman (Canada). Des fractions de 1ml ont ete recuperees (a partir du dessus du

gradient) puis dosees par Bradford (Bio-Rad Laboratories, Etats-Unis). Des quantites egales

de proteines appartenant a chacune des fractions ont ete precipitees suivant la methode de

Wessel et Fluggle (1984) et analysees par iimnunobuvardage en utilisant un anticorps dirige

soit contre ZPK (1:1000), soit contre la a-mannosidase II (1:2000, gracieusete du Dr. K.W.

Moreman, University of Georgia). Un anticorps dirige centre la sous-unite P des proteines G

(1:1000, Chemicon International Inc., Canada) a egalement ete utilise lors de cette

experimentation, en tant que marqueur specifique des membranes plasmiques.

1.1.4 Immunobuvardage

Suivant la migration. Ie gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a ete transfere sur une

membrane de PVDF (Boehnnger Mannheim, Canada) selon la methode recommandee par Ie

manucfacturier de 1'appareil a transfert "semi-dry" (Hoefer Scientific Instrument, Etats-Unis).

A prime abord. Ie gel a ete incube dans une solution TB (5.81g Tris base, 2.93g glycine,

0.375g SDS et 200ml methanol par litre de solution) en vue de realiser Ie transfert semi-sec.

La membrane, quant a elle, a d'abord ete traitee 5 secondes dans du methanol 100% pour

ensuite etre transferee dans de 1'eau distillee. Elle a ainsi ete incubee durant 5 minutes avec

agitation legere puis elle a ete plongee dans la solution TB durant 10 a 15 minutes. La

procedure necessaire a la realisation du montage requis au transfert efficace des proteines a

ete effectuee selon les instructions egalement foumies avec 1'appareil a transfert semi-sec.

Suivant ce transfert, la membrane a ete bloquee toute la nuit a 4°C dans une solution de TBS-

T (20mM Tris HC1, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% Tween-20) contenant 5% de lait en poudre.

La reaction de 1'anticorps primaire a ete effectuee pendant 1 heure. Le second anticorps

(Amersham, Canada), un anti-lapin fait chez 1'ane, a ete utilise a une dilution de 1:10 000

egalement pendant 1 heure. Ce demier etait couple a une peroxydase necessaire a la detection

de la reaction par chemiluminescence (ECL+) (Amersham, Canada). Cette enzyme a permis
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de catalyser 1'oxidation du substrat ce qui a occasiomie la production d'une

chemiluminescence a haute intensite detectable par autoradiographie suivant la procedure

recommandee par Ie manufacturier.

1.1.5 Extraction membranaire

Certaines manipulations decrites ci-dessous ont ete realisees en collaboration avec

Gino Laberge. Les cellules Nffl 3T3 ont ete homogeneisees a 1'aide d'un homogeneisateur

de type B dans une solution de 250mM sucrose, lOmM Tris-HCl, pH 7.5, 2mM EDTA, ImM

PMSF, 2(^g/ml leupeptine et l|j,g/ml aprotinme. L'homogenat a ete centrifuge a 600g pendant

3 minutes a 4°C dans une microfuge de £09011 a sedimenter les noyaux et les debris cellulaires.

Le sumageant ainsi obtenu a ete ultracentrifuge a 100 OOOg pendant 1 heure a 4°C a 1'aide du

rotor SW 50.1 de Beckman (Canada). Le culot, compose de fractions membranaires, a etc

resuspendu dans un tampon d'homogeneisation contenant soit 1M NaCl, 1M KC1 ou 0.1M

Na2C03 pH 11.5. Apres incubation d'une duree de 30 minutes sur la glace, les echantillons

ont ete centrifuges a nouveau a 100 OOOg pendant 30 minutes afin d'obtenir les sumageants et

les culots de membranes. L'extraction des fractions membranaires au Triton X-114 a etc

realisee quant a elle, selon la methode decrite par Bordier (1981). Cette demiere permet

d'obtenir, apres plusieurs centrifugations a la temperature de la piece, une phase aqueuse ainsi

qu'une phase detergent, laquelle ne comporte que les proteines caracterisees soit par un

domaine transmembranaire, soit par une ancre lipidique. Les sumageants et les culots des

differents traitements de meme que les phases aqueuse et detergent issues de 1'extraction au

Triton X-l 14 ont ete soumis a une analyse sur gel SDS-PAGE suivi d'un immunobuvardage a

Paide de 1'anti-ZPK.
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1.1.6 Traitement a la trypsine de membranes intactes ou permeabilisees au Triton

Cette experimentation a egalement ete realisee en collaboration avec Gino Laberge. Des

fractions membranaires preparees telles que decrites a la section 1.1.5 ont ete resuspendues

dans un tampon de digestion (lOmM Tris-HCl, pH 8.0, 150mM NaCl) avec ou sans Triton X-

100 a une concentration finale de 1%. Apres une periode d'incubation de 5 minutes sur glace,

0.1(J,g/ml de trypsine a ete ajoute pour ensuite proceder a la digestion a 4°C pendant 20

minutes. Des inhibiteurs de proteases (2mM PMSF, 20fJ,g/ml leupeptine et 20^g/ml

d'aprotinine) ont ete ajoutes afm de neutraliser la trypsine. Les membranes out etc diluees

avec un volume egal de tampon de digestion contenant soit 1% Triton X-100, soit 2% Triton

X-100. Apres 30 minutes d'incubation a 4°C, les echantillons ont etc centrifuges a 12 000

rpm dans une microfuge pour une periode de 15 minutes. Les sumageants ont alors ete

immunoprecipites a 4°C pendant 3 heures avec agitation constante en presence de proteine A-

agarose (Boehringer Marmheim, Canada) et de 1'anti-ZPK ( dilution 1:250) ou de 1'anti-

mamiosidase II (dilution 1:500). A la fin de cette periode d'incubation, les

immunocomplexes out ete recuperes par centrifugation a 12 000 rpm durant 30 secondes pour

ensuite etre laves 2 fois avec Ie tampon de digestion contenant 1% Triton X-100. Le culot

final a ete resuspendu dans un tampon d'echantillon 2X (2% SDS, 1.4M P-mercaptoethanol,

lOOmM Tris-HCL, pH 6.8, 20% glycerol, 0.01% bromophenol bleu), chauffe 5 minutes a

95°C et charge sur gel SDS-PAGE. ZPK ainsi que la mannosidase II ont ete detectes par

immunobuvardage selon la methode decrite precedemment (section 1.1.4).
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1.2 Preparation de 1'ADN recombinant

1.2.1 Amplication, purification et clonage de la region riche en prolines de ZPK murin
par PCR

La region riche en prolines situee dans la portion ammo-terminale de ZPK (les acides

amines 1 a 200) a ete amplifiee par polymerisation en cascade (PCR) a 1'aide d'amorces

oligonucleotidiques (Gibco BRL, Etats-Unis) specifiques et du phagemide Bluescript® KS

(+) contenant 1'ADNc de ZPK. La sequence de ces amorces, designee respectivement RRP1-

5' (TCCCCCGGGGGACATGGCCTGCCTCCATGAA) et RRP1-3' (TAGTTCGTAGAAG

CTTTCCTTAAGG) est caracterisee par 1'introduction des sites de restriction Smal (amorce

RRP1-5') et EcoRl (amorce RRP1-3') necessaires au clonage eventuel du produit de

1'amplification. Les sequences correspondant a ces sites de restriction sont ecrites en

caracteres gras. Les bases soulignees de part et d'autre de ces sites ont ete ajoutees de fa^on a

conserver Ie cadre de lecture necessaire a la synthese de la proteine desiree.

La quantite d'ADN utilisee pour effectuer cette amplification etait de 5 a lOng/ml

alors que celle des amorces etait de O.l^iM/L chacune. 25 cycles ont ete necessaires a la

realisation de cette amplification. Ces cycles etaient caracterises par une etape de

denaturation des brins d'ADN a 94°C pendant 1 minute suivi d'une etape d'hybridation des

amorces a 1'ADN durant 2 minutes a 45°C, pour ensuite poursuivre avec 1'etape d'elongation

qui a eu lieu quant a elle, a 72°C pendant 3 minutes. Une extension finale a 72°C pendant 10

minutes a ete effectuee avant d'entamer la purification de cette amplification sur gel

d'agarose "Low-Melting Point temperature" (LMP) (Gibco BRL, Etats-Unis).

A cette fin, la bande d'agarose a 1'interieur de laquelle se retrouvait 1'ADN a ete

decoupee Ie plus finement possible et estimee en terme de poids. Un volume de la solution

TE (lOmM tris-HCL, pH 8.0, ImM EDTA) a ete ajoute, la regle etant de 1ml /g d'agarose.
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Par la suite, un volume de phenol pH 8.0 sature au Tris a ete ajoute au tube suivant la

dissolution de 1'agarose a 65°C pendant 5 a 10 minutes. La preparation d'ADN a ete

melangee par inversion puis centrifugee 3 minutes a 13 000 rpm dans une microfiige elle-

meme a la temperature de la piece. La phase aqueuse a ete transferee dans un tube a

microfuge pour subir a nouveau une seconde extraction au phenol. Suivant sa centrifugation,

la phase aqueuse a ete retransferee dans un tube contenant cette fois-ci 0.1 volume de LiCl

4M. Ce melange a ete incube pendant 2 minutes sur la glace suivi d'une etape de

centrifugation a 13 000 rpm durant 3 minutes. Le sumageant ainsi obtenu a ete precipite avec

2.5 volume d'ethanol 100% durant 10 minutes a -70°C. L'ADN a ensuite ete recupere par

centrifugation et resuspendu dans un volume de 10 a 20|jl de TE.

Une fois purifie, ce fragment de 600pb a ete digere avec les enzymes Smal-EcoRl

selon les recommandations foumies par Ie fabriquant (Promega, Etats-Unis), puis clone dans

Ie vecteur d'expression procaryote pGEX 2TK (Phannacia Biotech, Canada) linearise avec les

memes enzymes de restriction. Les tampons qui ont ete utilises etaient respectivement les

tampons J (lOmM tris-HCl, pH 7.5, 50mM KC1, 7mM MgCl2 et ImM DTT) et H (90mM tris-

HC1, pH 7.5, 50mM NaCl et lOmM MgCy egalement foumis avec les enzymes de restriction

Smal et EcoRl. De fa9on generale, 1 a 5|^g d'ADN a ete digere avec lOU/^il d'enzyme dans

un volume final de 20 a 50j-il. Une dilution de 1:10 du tampon correspondant a enzyme, a ete

utilisee. La reaction enzymatique a ete effectuee pendant une periode de 2 a 3 heures a 37°C.

Apres quoi les fragments d'ADN resultants ont ete soit purifies sur gel d'agarose LMP avant

de subir une ligation vecteur/insert, soit simplement verifies sur gel d'agarose 1%.

Le protocole qui a permis la ligation entre les extremites cohesives et/ou franches du

vecteur pGEX 2TK a celles du produit de 1'amplification, etait celui foumi avec 1'enzyme T4

DNA ligase de la compagnie Promega (Etats-Unis). Environ lOOng d'ADN correspondant au

vecteur et 200 a 500ng correspondant a celui de 1'insert ont ete ligues en presence de 0.1 a 1U

d'enzyme dans un volume final de 10|Lil. Le tampon ligase, qui a ete utilise a une
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concentration de 1:10, etait constitue de 30mM Tris-HCl, pH 7.8, lOmM MgCli, lOmM DTT

et ImM ATP. Cette reaction a ete effectuee a 4°C pendant toute une nuit pour ensuite etre

transformee dans une souche d'Escherichia coli, les BL21 (Pharmacia Biotech, Canada),

recommendee pour 1'expression des protemes de fusion. Cette construction a aussi ete

transformee dans la souche d'Escherichia coli ToplO F' (Livitrogen, Etats-Unis) comme

alternative au maintien du plasmide.

Le genotype de ces souches bacteriennes d'Escherichia coli est:

BL21: F~ ompT gal [dcm] [Ion] hsdSp (re'me'; an E. coli B strain) avec DE3, un prophage X

portant Ie gene de la T7 RNA polymerase.

ToplO P: F{laclq, TnlO(T^R)} mcrA /^(mrr-hsdR^AS-mcrBC) phi-SO lacZ-A-MlS A-

lacX74 deoR recAl amA139A-(ara-leu)7679 galU galK rpsL(StrR) endAl nupG.

L'insertion du fragment amplifie dans ce vecteur, sous Ie controle du promoteur tac et

de 1'operon lac, pennet la production d'une proteine fusionnee a la glutathione S-transferase

suivant 1'ajout d'isopropyl-P-D-thiogalactoside (IPTG) (Promega, Etats-Unis) a la suspension

bacterienne. Le vecteur pGEX 2TK contient un gene de resistance a I'ampicilline et une

origine de replication bacterienne (pBR322). Sa taille est de 4969pb, mais il atteint 5469pb

suivant Ie clonage de la region riche en prolines de ZPK, laquelle compte 600pb.

1.2.2 Cellules competentes et transformation cellulaire

Les cellules competentes ont etc produites selon Ie protocole etabli par la compagnie

Pharmacia Biotech (Canada). La transformation de ces cellules a quant elle, ete effectuee

selonManiatis(1982).
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1.2.3 Minipreparation de PADN plasmidique par lyse alcaline

La methode classique qui a ete suivie pour realiser cette experience etait celle de

Maniatis (1982). Les preparations d'ADN ainsi obtenues ont ensuite ete analysees sur gel

d'agarose 1% suivant leur digestion double avec les enzymes de restriction Smal et EcoRl

(Promega, Etats-Unis).

1.2.4 Determination de la sequence

Pour etre en mesure de verifier la validite du cadre de lecture de la proteine de fusion

produite en bacteries. Ie vecteur d'expression a ete sequence selon la methode decrite dans la

trousse " T7 sequencing kit" de la compagnie Phannacia Biotech (Canada). L'amorce qui a

ete utilisee pour realiser la sequence etait Ie "5'pGEX sequencing primer"

(5'd[GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG]-3?) vendu commercialement chez Phannacia

Biotech (Canada).

1.3 Purification de la proteine de fusion GST-RRP1

1.3.1 Determination du meilleur clone pGEX 2TK recombinant

Plusieurs colonies d'E.coli BL21 transformees avec Ie vecteur d'expression pGEX

2TK (controle) et Ie pGEX 2TK-RRP1 ont ete prelevees puis ensemencees dans des tubes

contenant chacun 2 ml de milieu 2xYT-G (16g/L tryptone, lOg/L yeast extract, 5g/L NaCl,

pH 7.0 et 20% glucose) supplemente de lOOp-g/ml d'ampicilline. Ces cultures liquides ont

alors ete incubees a 37°C avec une agitation rapide pendant environ 3 a 5 heures de maniere a
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obtenir une densite optique oscillant entre 0.6 et 0.8 unites a 600 nm. L'expression des

differentes proteines (GST et GST-RRP1) a ete induite suivant 1'ajout d'lPTG. Differentes

concentrations (O.lmM, 0.3mM, 0.5mM, 0.7mM et ImM) finales d'lPTG ont ete utilisees

afin de determiner la concentration optimale requise pour chaque vecteur d'expression.

L'incubation a 37°C s'est poursuivie pour une periode additionnelle de 1 a 2 heures apres

quoi ces suspensions ont ete transferees dans des tubes a microfuge de 1.5 ml pour etre

centrifugees 30 secondes a 13 000 rpm a 1'aide d'une microfuge. Chaque culot ainsi obtenu a

ete resuspendu dans 300^1 de PBS IX froid (ImM KH2P04, lOmM Na2HP04, 137mM NaCl

et 2.7mM KC1, pH 7.4) pour ensuite subir une lyse cellulaire par sonication ("High Intensity

Ultrasonic Processor", Fisher Scientific, Canada) pendant environ 10 secondes. II est a noter

qu'a chaque etape lOp-1 d'echantillon a ete conserve sur la glace afln d'etre analyse a la fin sur

gel SDS-PAGE. Ces lysats ont ete centrifuges a 13 000 rpm durant 5 minutes a 4°C de fa9on

a sedimenter Ie materiel insoluble et recuperer les sumageants. Par la suite, 20p,l de

glutathione-agarose 50% a ete ajoute puis melange pour une periode de 5 minutes a la

temperature de la piece, aux differents sumageants. Un volume de lOOjj-1 de PBS IX a ete

ajoute aux tubes pour etre ensuite "vortexes" brievement et centrifuges durant 5 secondes de

fa9on a sedimenter les billes d'agarose. Les sumageants ont ete jetes et 1'etape du lavage au

PBS IX a ete repetee 2 autres fois avant de proceder a 1'elution. Pour se faire, 10^1 de

tampon d'elution contenant lOmM de glutathione reduite et 50mM Tris-HCl pH 8.0 a ete

ajoute. Les billes d'agarose ont ete correctement resuspendues puis incubees 5 minutes a la

temperature de la piece. Une etape de centrifugation a ete realisee pendant 5 minutes a 5 000

rpm pour ensuite recuperer les sumageants. Une analyse sur gel SDS-PAGE des differents

aliquots appartenant aux diverses etapes menant a Fobtention des proteines GST et GST-

RRP1 purifiees, a ete effectuee afin de verifier a la fois 1'efficacite de production et de

purification des proteines d'interet.
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1.3.2 Analyse sur gel de polyacrylamide

L'analyse des proteines recombinantes purifiees a ete realisee selon la methode decrite

par Laemmli (1970). Un volume entre 10 et 20|jl de suspension a ete dilue avec 2 a 4jjl de

tampon d'echantillon 6X (0.35M Tris-HCl, pH 6.8, 10.28% (w/v) SDS, 36% (v/v) glycerol,

5% P-mercaptoethanol, 0.012% (w/v) bromophenol bleu) contenant 6M uree et chauffee

durant 5 minutes a 90-100°C. Les echantillons ont ete deposes sur un gel de polyacrylamide

12%, lequel a ete colore, suivant sa migration a 150 volts, au Bleu de Coomassie ( 0.125%

Bleu de Coomassie R-250, 50% methanol et 10% acide acetique) pendant 10 minutes. Le gel

a ete decolore dans une solution 10% acide acetique, 10% methanol, nous permettant ainsi de

visualiser la proteine de fusion et Ie GST controle a travers les differentes etapes suscessives

de la purification.

1.3.3 Preparation de la colonne de glutathione sepharose 4B

Afin de determiner Ie volume mort ("bed volume") de la colonne et done d'evaluer la

quantite ideale de matrice necessaire a la puriflcation optimale des diverses proteines, en

1'occurence Ie GST et Ie GST-RRP1, nous avons du tenir compte a la fois de la capacite

maximale de fixation de la matrice (5mg de proteines/ml de matrice) et de la quantite totale de

proteines produites apres induction, dans 1'extrait bacterien (Pharmacia Biotech, Canada).

Pour se faire, differentes quantites du marqueur de poids moleculaires (Amersham, Canada)

ont ete deposees sur gel SDS-PAGE 12% au meme titre que les extraits de cellules

transformees avec les vecteurs d'expression pGEX 2TK et pGEX 2TK RRP1, ce qui a permis

d'evaluer la concentration du GST a 2mg/ml, alors que celle du GST-RRP1 n'etait qu'a

Img/ml. Les "bed volume" du pGEX et du pGEX RRP1 ont done ete estimes respectivement

a 1.6ml et a 2.5ml de glutathione sepharose. 2.1ml (pGEX) et 3.3ml (pGEX RRP1) de

matrice ont done ete preleves pour preparer les colonnes necessaires a leur purification
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compte tenu du fait que 1.33ml de glutathione sepharose correspondait a 1ml de "bed

volume". Ces colonnes ont par la suite ete lavees avec 10 "bed volume" de PBS IX avant

leur utilisation.

1.3.4 Purification du GST et de la proteine du fusion GST-RRP1

Deux flacons contenant chacun 25ml de milieu 2xYT-G supplemente de lOO^ig/ml

d'ampicilline ont ete inocules avec les differents transformants selectionnes precedemment

(section 1.3.1). Ces cultures liquides ont ete incubees a 37°C avec une agitation vigoureuse

durant une periode de 12 a 15 heures apres quoi elles ont ete diluees dans 225ml de milieu

2xYT-G-ampicilline frais. L'incubation s'est poursuivie a 37°C jusqu'a 1'obtention d'une

densite optique s'echelonnant entre 1 et 2 unites a 600nm. La production des differentes

proteines a ete induite pendant 4 heures a 37°C avec agitation vigoureuse, suivant 1'ajout

d'lPTG. La concentration finale d'lPTG qui a ete necessaire a 1'induction du vecteur

d'expression pGEX etait de O.lmM, alors que 0.5mM IPTG a ete requise pour Ie vecteur

recombinant pGEX 2TK-RRP1. Ces concentrations ont ete determinees lors de la

determination des meilleurs clones producteurs de proteines GST et GST-RRP1 (section

1.3.1). Par la suite, ces cultures ont ete centrifugees a 4°C pendant 15 minutes a 5 OOOg. Les

culots ont etc resuspendus dans 12.5ml de PBS IX froid (50^1 de PBS IX/ml de culture

initiale) contenant des inhibiteurs de proteases (ImM de PMSF, Ip-g/ml leupeptine et l(J-g/ml

aprotinine). A cette etape, il etait possible de congeler ces suspensions a -80°C jusqu'a leur

utilisation. Par la suite, ces suspensions ont subi une lyse cellulaire, les differentes etapes

etant d'abord de les trailer avec environ O.lg/ml de lysosyme durant 15 minutes sur la glace.

Elles ont ensuite ete soniquees pendant une periode de 3 minutes au total, a raison de 10

secondes de sonication suivi de 10 secondes de repos sur la glace. Puis, Ie lysat a subi 3

etapes de congelation/decongelation rapide dans la glace seche. Ces suspensions ont ensuite

ete traitees pendant 20 minutes a 37°C avec 30U de DNAsel (Pharmacia Biotech, Canada)

suivi par un traitement au Triton X-100 durant 30 minutes a une concentration finale de 1%.
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Cette demiere incubation a necessite une agitation constante par rotation a 4°C. Les lysats

ainsi obtenus ont ete transferes dans des tubes COREX de verre, et centrifuges a 12 000 rpm

durant 20 minutes a 4°C. Le sumageants ont etc recuperes puis transferes dans des tubes

Falcon 15ml. Avant de charger ces sumageants sur leur colonne respective, celles-ci ont etc

equilibrees avec 200ml de PBS IX froid (toutes les etapes subsequentes ont ete realisees a

4°C). Les sumageants ont ete recharges sur leur colonne a 5 reprises afm de s'assurer de

1'efficacite de fixation des differentes proteines (GST et GST-RRP1). Par la suite, une etape

de lavage, qui consistait a faire passer 150ml de PBS IX contenant ImM PMSF, l^ig/ml de

leupeptme et l^ig/ml aprotme, a ete realisee. L'elution a ete effectuee suivant 1'ajout du

tampon d'elution contenant lOmM de glutathione reduite ainsi que 50mM de Tris-HCl, pH

8.0 a raison de 1ml de tampon/ ml de matrice. Chaque ml de tampon qui a penetre la matrice

a ete incube durant 10 minutes a bouchon ferme pour ensuite etre recupere. Les volumes

d'elution qui ont ete utilises afin de recuperer Ie GST ainsi que la proteine de fusion GST-

RRP1, etaient respectivement 2ml et 3.3ml. Suivant 1'obtention des differentes fractions de

chaque purification, elles ont ete analysees par immunobuvardage avec 1'anti-GST (1:1000),

un anticorps commercialement vendu par la compagnie Upstate Biotechnology Lie. (Etats-

Unis), dans Ie but d'identifier les fractions contenant les diverses proteines recherchees (GST

et GST-RRP1).

1.3.5 Regeneration de la matrice

La glutathione sepharose 4B (Pharmacia Biotech, Canada) a ete regeneree apres

chaque utilisation au moyen d'un protocole etabli par la compagnie Pharmacia Biotech

(Canada). A prime abord, la matrice a ete lavee en altemance avec 10ml de tampon Tris-HCl

pH 8.5 (0.1 M Tris-HCl et 0.5M NaCl) et 10ml de tampon acetate pH 4.5 (0.1M sodium

acetate et 0.5M NaCl). Cette etape a ete repetee 3 fois apres quoi, la colonne a ete

reequilibree avec 150ml de PBS IX firoid. Lorsqu'elle semblait perdre sa capacite de fixation

causee par une trap grande accumulation de proteines precipitees, denaturees ou associees de
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maniere non specifique, la matrice a ete lavee avec 2 "volume mort" de guanidine HC1 6M

immediatement suivi par un lavage avec 150ml de PBS IX. L'entreposage de la colonne a

4°C a ete effectue suivant 1'ajout d'une solution d'ethanol 20% froide. Cette demiere a ete

reequilibree avec 150ml de PBS IX avant d'etre reutilisee. Toutes ces etapes ont ete realisees

a4°C.

1.4 Purification du partenaire proteique de ZPK

1.4.1 Preparation des extraits cellulaires necessaires a la purification d'un partenaire

proteique de ZPK

Les fibroblastes de souris Nffl 3T3 ont ete cultives a 37°C dans des petris de 150mm.

A confluence, ces cellules ont ete lysees dans une solution de PBS IX contenant 5mM EDTA

et des inhibiteurs de proteases (ImM PMSF, l^g/ml leupeptine et Ip-g/ml aprotinine) a raison

de 5ml pour un nombre total de 7 petris. Elles ont ensuite ete homogeneisees a 1'aide d'un

homogeneisateur de type B (environ 20 coups) puis ultracentrifugees (rotor SW50.1) a 100

OOOg (30 000 rpm) pendant 1 heure dans une ultracentrifugeuse refrigeree de la compagnie

Beckman (Canada). Les culots ont ete recuperes pour subir alors une solubilisation au Triton

X-100 a une concentration finale de 1% pendant 1 heure a 4°C avec une agitation constante

par rotation. Ces suspensions ont par la suite ete ultracentrifugees egalement a 100 OOOg

pendant 1 heure, apres quoi les sumageants ont ete recuperes puis transferes dans des tubes

Falcon 15ml. Us ont ensuite ete dialyses pour une periode de 6 heures a 4°C dans une

solution de PBS IX contenant ImM PMSF, avant d'etre charges sur la colonne contenant une

matrice de glutathione sepharose associee a la proteine de fusion GST-RRP1.
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1.4.2 Purification d'un partenaire potentiel capable d'interagir avec ZPK

Le protocole permettant de purifier un partenaire proteique potentiel de ZPK constitue

en fait une variante du protocole de purification des proteines GST et GST-RRP1 deja decrit

precedemment a la section 1.3.4. Cette purification a egalement ete realisee au moyen d'une

colonne a chromato graphic d'affinite. Au lieu de proceder normalement a 1'elution de la

proteine de fusion, grace a 1'ajout du tampon d'elution contenant lOmM de glutathione

reduite, une preparation de fractions membranaires (section 1.3.7) de cellules NIH 3T3 a ete

chargee sur la colonne, pour etre ensuite repassee 9 autres fois avant d'effectuer une etape de

lavage avec 150ml de PBS IX froid contenant ImM PMSF, l{j.g/ml leupeptine et IfJ-g/ml

aprotinine. Afin de recuperer les proteines issues des fractions membranaires ayant interagi

specifiquement avec la proteine de fusion GST-RRP1, un gradient d'elution caracterise par

diverses concentrations de NaCl (0.2M, 0.5M, 0.8M et l.OM) a ete charge sur la colonne a

raison de 3ml par concentration. Des fractions de 500ul ont ete recuperees et analysees a la

fois sur gel de polyacrylamide et par immunobuvardage a 1'aide de 1'anti-GST. L'utilisation

de la membrane a pennis de realiser la technique du Far Western decrite a la section suivante.

Les fractions des premieres purifications ont ete precipitees au methanol 100% durant toute

une nuit pour ensuite etre centrifugees 30 minutes a 13 000 rpm dans une microfuge a 4°C.

Les culots ont ete resuspendus dans du tampon d'echantillon IX (1% SDS, 50mM DTT,

30mM Tris-Hcl, pH 6.8, 5% glycerol, 0.005% bromophenol bleu). Ces echantillons ont

permis, suivant leur migration sur gel SDS-PAGE suivi de leur transfert sur membrane de

PVDF, d'identifier les fractions comportant les proteines ayant ete capables d'interagir avec

ZPK. Suite a cette identification, les fractions cibles des purifications qui ont suivi (2

purifications done 14 petris de 150mm), ont directement ete lyophilisees apres les avoir

dialysees toute une nuit a 4°C dans un tampon de carbonate d'ammonium pH 7.4 de 5mM

contenant ImM PMSF. La poudre ainsi obtenue apres 4 heures et demi de lyophilisation a ete

resuspendue dans 80^1 de tampon d'echantillon IX. Un volume de 40^1 de cette preparation a

ete deposee sur un gel de polyacrylamide 12% en vue d'etre colore au Bleu de Coomassie,
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alors que Ie 40|jl restant a egalement ete depose sur Ie gel SDS-PAGE, a raison de 20|j-l par

puit, dans Ie but d'etre transfere sur membrane et ainsi proceder a un Far Western (section

suivante). Cette strategie etait necessaire a 1'identification de la proteme capable d'intergir

specifiquement avec la region proline riche de ZPK. A cette fin, les patrons de bandes

obtenus par autoradiographie suite a 1'hybridation de la membrane avec les proteines GST et

Ie GST-RRP1, ont ete compares de maniere a 1'identifier. La bande correspondante coloree

au Bleu de Coomassie a ete decoupee fmement et analysee par spectre de masse.

1.4.3 Far Western

Cette technique a permis 1'identification d'un partenaire potentiel de ZPK. Pour

realiser cette experience, des quantites egales de proteines issues de la purification par

chromato graphic d'affinite ont ete deposees sur gel SDS-PAGE 12%, lequel suivant sa

migration, a etc transfere sur membrane de PVDF. Cette membrane a ete bloquee toute une

nuit a 4°C dans une solution de TBS contenant 5% de lait en poudre. Avant de proceder aux

reactions d'anticorps, la membrane a subi une seconde incubation dans la solution de TBS

contenant cette fois-ci, 0.25% Tween-20 ainsi que 5^g de chaque proteine purifiee, en

1' occurrence Ie GST et Ie GST-RRP1, pour une periode additionnelle de 12 a 15 heures. Cette

membrane devait done contenir chaque echantillon en double de fa9on a leur permettre d'etre

incube a la fois avec Ie GST (controle) et Ie GST-RRP1. Une periode d'incubation de 20

minutes avec agitation a la temperature de la piece a precede 1'initiation de la reaction avec

Fanti-GST (1:1 000, Upstate Biotechnology Inc., Etats-Unis).
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CHAPITRE 2

RESULTATS

2.1 Localisation subcellulaire de ZPK dans les cellules NIH 3T3

La localisation subcellulaire de ZPK a initialement etc examinee dans les cellules Nffl

3T3 par immunohistochimie au moyen d'un anticorps primaire, 1'anti-ZPK, et d'un second

anticorps conjugue a la phosphatase alkaline. La Figure 17 permet de visualiser les resultats

obtenus. En effet, les cellules en interphase demontrent toutes une reactivite au niveau d'une

structure juxtanucleaire caracteristique de 1'appareil de Golgi (Figure 17, A-F), contrairement

aux cellules incubees avec Ie semm pre-immun (resultat non presente). Or, la distribution

perinucleaire de ZPK est perturbee au sein des cellules mitotiques ce qui est consistant avec

1'idee d'une localisation au Golgi. Durant la metaphase, alors que les cellules adoptent une

forme arrondie, ZPK est localise dans des structures similaires a des vesicules uniformement

distribuees a travers Ie cytoplasme alors qu'en telophase precoce, un signal intense est

visualisable dans la region centrosomale des fuseaux mitotiques (Figure 17, A et D-F).

Afin de founir des evidences additionelles quant a la localisation de ZPK au niveau de

1'appareil de Golgi, d'autres experimentations d'immunohistochimie toujours avec 1'anti-ZPK

en tant qu'anticorps primaire, ont ete realisees a 1'aide de cellules NIH 3T3 ayant ete exposees

ou non a la Brefeldine A (BFA). La BFA est une toxine fongique capable d'induire a la fois

la segregation des saccules du Golgi dans Ie reticulum endoplasmique ainsi que Ie collapsus

du "trans Golgi network" au niveau du centre organisateur des microtubules (MTOC)

(Pelham, 1991). A la Figure 18, A et B, les cellules NEH 3T3 ont etc traitees pendant 1 heure

avec la BFA Comme il est possible de Ie constater, ce ti-aitement occasionne la dispersion quasi-
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Figure 17. Localisation immunocytochimique de ZPK endogene dans les cellules NIH
3T3. Les cellules ont ete fixees dans une solution methanol/acetone. L'immunohistochimie a
ete realisee en presence de 1'anti-ZPK suivi par un anticorps secondaire conjuge a la
phosphatase alkaline. A. La localisation du signal est principalement dans la region du Golgi.
Les fleches ainsi que les tetes de fleches pointent respectivement les cellules en interphase et
en mitose. B. A fort grossissement. Ie signal est preferenciellement localise dans une structure
juxtanucleaire caracteristique de 1'appareil de Golgi. C. Meme chose qu'en B mis a part Ie
fait que les cellules ont ete observees en contraste interferencielle de Nomarski. D. ZPK
demontre une distribution differencielle dans les cellules en interphase (I) et en telophase (T).
E. Meme chose qu'en D mis a part Ie fait que les cellules ont ete obser^ees en contraste
interferencielle de Nomarski. F. A fort grossissement, les cellules montrent une localisation
differencielle du signal dans les cellules en interphase (I), en metaphase (M), et en telophase
(T). Barres: (A) 50 pn; (B,C, et F) lO^m; (D et E) 20^.
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Figure 18. Effet de la Brefeldine A (BFA) sur la distribution de ZPK endogene. A.
etB. Les cellules NIH 3T3 ont ete traitees pendant 1 heure avec 2Hg/ml de BFA de
fa(?on a briser 1'appareil de Golgi, pour ensuite etre fixees dans une solution
methanol/acetone. L'immunohistochimie a ete realisee grace a PutiHsation^ d'un
anticorps anti-ZPK. Le traitement a la BFA perturbe la distribution juxtanucleaire de
ZPK. C. Les cellules NIH 3T3 ont ete incubees pendant 1 heure en presence de 2(lg/ml
de BFA apres quoi les cellules ont ete rincees et reincubees durant 1 heure en absence de
BFA avant d'etre fixees. L'effet perturbateur de la BFA sur la distribution de ZPK est
reversible suivant Ie retrait de la drogue dans Ie milieu de culture. D. Cellules NIH 3T3
controles ayant ete cultivees en presence d'ethanol, Ie solvant de la BFA, avant d'etre
fixees pour realiser 1'immunohistochimie avec 1'anti-ZPK. Barre, 20[im
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complete de ZPK dans Ie cytoplasme. Cette effet perturbateur sur la localisation subcellulaire

de ZPK est toutefois renverse lorsque la drogue est enlevee du milieu de culture. Des lors, il

est possible de retrouver la distribution normale de ZPK dans la region perinucleaire de ces

cellules fibroblastiques (Figure 18 C). Ces demieres ont egalement ete traitees a 1'ethanol en

tant que controle, compte tenu du fait que la BFA devait etre dissoute dans 1'ethanol. Ce

traitement n'a eu aucun effet sur la distribution juxtanucleaire de ZPK (Figure 18 D).

La microscopie immunoelectronique a egalement permis 1'observation de la localisation

subcellulaire de ZPK dans les cellules NIH 3T3 (Figure 19). Comme nous 1'ont laisse croire

les analyses d'immunohistochimie, la proteine ZPK est effectivement localisee dans la region

de Fappareil de Golgi ou elle semble associee aux membranes (Figure 19, A et B). De plus,

aucun marquage n'est observe dans la lumiere des vesicules du Golgi (Figure 19 D).

2.2 Copurification de ZPK avec Pappareil de Golgi par fractionnement subcellulaire

Afln de confimier d'un point de vue biochimique Fassociation de ZPK au Golgi, les

cellules NIH 3T3 ont ete fractionnees sur un gradient de Percoll selon une methode

permettant de separer efficacement les membranes plasmiques, 1'appareil de Golgi, Ie

reticulum endoplasmique et les lysosomes (Morand et Kent, 1986). Chaque fraction

recueillie a ensuite ete etudiee par immunobuvardage avec Fanti-ZPK ainsi que 1'anti-a-

mannosidase II (Man II) et 1'anti-sous-unite R des proteines G, deux marqueurs proteiques

representatifs de 1'appareil de Golgi et des membranes plasmiques respectivement. Des

analyses par immunobuvardage (Figure 20 A et B) revelent 1'existence d'un chevauchement

au niveau du profil de fractionnement entre ZPK et la Man II, Ie marqueur speciflque du

Golgi. Ces proteines sont toutes deux particulierement enrichies dans certaines fractions, et ce chez
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Figure 19. Analyse par microscopic electronique de la localisation subcellulaire de
ZPK dans les NIH 3T3. A. La localisation par immunoperoxydase demontre la presence
du produit de la reaction au niveau de Pappareil de Golgi (fleche). Aucune reaction n'est
visible dans Ie reticulum endoplasmique (tete de fleche). B. Cellules controles incubees
avec Ie serum pre-immun. C. La visualisation a fort grossissement des cellules NIH 3T3
montre 1'absence de marquage dans la lumiere des vesicules localisees dans Ie region du
Golgi (asterisque). D. A fort grossissement, les cellules marquees avec Panti-ZPK
montrent 1'association du produit de la reaction de la peroxydase avec les membranes de
Pappareil de Golgi (tete de fleche). Barre, 0.25(im.
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Figure 20. Distribution subcellulaire de ZPK. A. Les cellules NIH 3T3
homogeneisees ont ete fractionnees par ultracentrifugation sur gradient de Percoll tel que
decrit dans la section 1.1.3 du chapitre 1. Des quantites egales de proteines (200Hg) ont
ete deposees sur gel SDS-PAGE, lequel a ete transfere sur membrane de PVDF dans Ie
but de realiser une analyse d'immunobuvardage a 1'aide de 1'anti-ZPK, 1'anti-ManII et
Fanti-sous-unite p des proteines G.
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tous les gradients de Percoll qui ont ete verifies. Une proportion considerable de ces proteines

a copurifie dans les fractions 9 et 10. Un enrichissement mutuellement exclusifde ZPK et de

la Man II est egalement observe de £09011 respective dans les fractions 8 et 11, cependant la

signification de cette observation n'a pas encore ete eclaircie. La presence des membranes

plasmiques au sein des differentes fractions du gradient est demontree par la distribution de la

sous-unite P des proteines G. Cette demiere est principalement detectee dans les fractions

numeros 2, 3 et 4, contrairement au signal de ZPK qui n'est pas observabe dans ces fractions

(Figure 20 C).

2.3 Association de ZPK aux membranes du Golgi et disposition topologique

La nature de 1'association de ZPK aux membranes du Golgi a ete definie grace a

Futilisation de differentes procedures d'extraction suivie d'une analyse par

immunobuvardage. A la Figure 21 A, 1'immunoreactivite de ZPK est uniquement detectee

dans la fraction membranaire preparee a partir de cellules NIH 3T3 (lignes 1 et 2) et non dans

la fraction cytosolique. La fraction particulaire a ensuite subi divers traitements dans un

tampon contenant soit 1M NaCl, 1M KC1 ou 0.1M N02003 pH 11.5 (lignes 3 a 8). Cette

analyse a demontre qu'aucun des traitements utilise ne peut perturber 1'association de ZPK

aux membranes du Golgi puisque son immunoreactivite demeure dans la fraction particulaire.

Toutefois, lorsqu'une preparation membranaire est sujette a une extraction au Triton X-114,

un detergent permettant de discriminer entre les proteines hydrophiliques et amphiphiliques,

ZPK est entierement relocalise dans la phase aqueuse (lignes 9 et 10). Ces resultats indiquent

que ZPK est une proteine peripherique fortement associee aux membranes de 1'appareil de

Golgi. Cette conclusion supporte nos resultats de microscopie sur la localisation de ZPK.
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Figure 21. Association de ZPK aux membranes du Golgi et disposition topologique. A.
Les fractions particulaires de cellules NIH 3T3 ont ete traitees avec un tampon controle
(lignes 1 et 2), 1M NaCl (lignes 3 et 4), 1M KC1 (lignes 5 et 6), et 0.1M N02003, pH 11.5
(lignes 7 et 8) pendant 30 minutes a 4°C pour ensuite etre centrifugees dans Ie but de
recuperer les sumageants (S) et les culots (P). Chaque fraction a alors ete sujet a une
analyse par immunobuvardage a 1'aide de Panti-ZPK, suivant leur migration sur gel SDS-
PAGE. L'une des fractions membranaires de cellules NIH 3T3 a egalement subi un
traitement au Trion X-l 14 pour ensuite recuperer la phase aqueuse (Aq, ligne 9) et la phase
detergent (D, ligne 10). B. Les fractions particulaires de cellules NIH 3T3 ont ete incubees
sans (lignes 1 et 3) ou avec O.lng/ml de trypsine (lignes 2 et 4) en absence (lignes 1 et 2) ou
en presence de 1% Triton X-100 (lignes 3 et 4) pendant 20 minutes a 4 C. Chaque
echantillon a alors ete immunoprecipite soit avec Fanti-ZPK soit avec 1'anti-ManII. Les
immunocomplexes ont finalement ete deposes sur gel SDS-PAGE et analyses par
immunobuvardage en utilisant 1'anticorps dirige contre ZPK (en haut) ou centre la ManII (en
bas).

65



La disposition topologique de ZPK a ensuite ete deteminee au moyen de fractions

particulaires preparees a partir de cellules NIH 3T3 ayant ete exposees a une digestion avec

de la trypsine en presence ou en absence de detergent. La Figure 21 B montre que la proteine

kinase ZPK est completement digeree lorsqu'elle est exposee a la trypsine meme en absence

de detergent (en haut). Sous ces memes conditions par contre, la Man II, une proteine

membranaire faisant face a la lumiere du Golgi, est resistante a la digestion (Figure 21 B, en

bas). L'immunoreactivite de la Man II est cependant perdue lorsque la digestion est realisee

en presence de detergent, permettant ainsi d'exposer la proteine a la trypsine (Figure 21 B, en

bas). Tous ces resultats suggerent que ZPK est une proteine peripherique ancree sur la face

exteme de 1'appareil de Golgi.

2.4 Construction du vecteur d'expression pGEX 2TK recombinant

Considerant que ZPK ne possede aucun domaine transmembranaire ni sequence signal,

nous avons tente d'identifier et de caracteriser un partenaire proteique potentiel de ZPK

susceptible cTassurer son association et sa localisation au niveau de 1'appareil de Golgi. A

cette fin, nous avons dans un premier temps amplifle par PCR sa region proline riche

localisee du cote amino-terminal (acides amines 1 a 200) a 1'aide d'oligonucleotides

specifiques (RRP1-5' et RRP1-3') dont les sequences sont indiquees dans la section 1.2.1 du

chapitre 1 (Figure 22). Cette region contient un motif PXXP qui s'apparente a ceux reconnus

par des proteines possedant un domaine SH3. Ces amorces oligonucleotidiques pennettaient

de generer de part et d'autre du domaine amplifie deux sites de restriction. Ces sites,

correspondant respectivement a Smal et a EcoRl, etaient necessaires a son clonage dans Ie

vecteur d'expression pGEX 2TK egalement digere a 1'aide des memes enzymes de restriction.

600 paires de bases, dont la sequence est representee a la Figure 23, ont done ete amplifiees,

digerees puis clonees Smal-EcoRL La Figure 23 permet egalement de visualiser les sequences
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RRP1-5'

ATG 156 404 TGA

200
RRP1-3'

TGA
LStoo

I
Figure 22. Construction du vecteur d'expression recombinant pGEX 2TK RRP1. La
region riche en prolines de ZPK (600 pb) a ete amplifiee par PCR a Paide d'amorces, soit
RRP1-5' et RRP1-3', puis clonee dans Ie site Smal- EcoRl dans Ie vecteur d'expression
pGEX 2TK (4969 pb). Ce vecteur comporte au sein de sa sequence deux regions, Pune d'elle
est reconnue par la Thrombine (SCT) 1'autre par la "Heart Muscle Bovin Kinase" (HMBK).
II contient une origine de replication bacterienne du plasmide pBR322, et une sequence
codant la glutathione S-transferase, laquelle est sous Ie controle du promoteur tac qui est
inductible a 1'IPTG. (SC: site de clivage)
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RRP1-5? tcccc (
-catggcctgcctccatga

-gtaccggacggaggtactt-
1 gacagcagggcccgctgctcagcacacctggctccagagccatggcctgcctccatgaaacccgaacaccctcccct

MACLHETRTPSP

78 tcctttgggggctttgcgtctactctaagtgaggcttctatgcgaaacgtggatccagacacttcagactgcacccccgag
SFG GFA STLSE ASMRNV DP DT SDC T PE

159 aaagacctgacgcccacccaatgtgtacttcgagatgttgtgcctctcggtgggcagggtggaggaggacccagcccc
KDLT P TQCVLR DVVPLGG Q GG GG P S P

236 tccccaggtggagagcctcccccagagccttttgccaatagtgtcctccagctacatgagcaggatacaggtgggcca
SPGG E PPP E PFANSVLQ LHEQ DT GG P

315 gggggagccactgggtcacctgagagtcgagcatctagagttcgagctgatgaggtacgtctgcagtgccagagt
G GATGSPE SRASRVRADEVRLQCQS

390 ggcagtggcttccttgaaggtctttttggctgcctgcgccctgtctggacaatgattggcaaagcctactccacagaacac
G SGFLEG LFGC LR PVWTM IG KAYST E H

471 aagcaacagcaggaagacctttgggaagtcccctttgaggaaatcctggacctgcagtgggtaggctcaggggct
KQQQEDLWEVPFEE ILDLQWVGSGA

546 cagggtgctgttttcctgggacgcttccacggggaggaggtagctgtgaagaaggttcgagatctcaaggagact
QGAVFLG RFHGE EVAVKKVRDLKET

. tagttcgtagaagctttc^ccttaagg RRP1-3'

621 gacatcaagcatcttcgaaagctgaagcaccccaacatcatcactttcaagggtgtttgcacacaggccccctgctactgc
D IKH LRK LK HPN I I TFKGVCTQ AP CYC

//.

Figure 23. Sequence correspondant a la region riche en prolines de la proteine ZPK
ayant etc amplifiee par PCR au moyen d'oligonucleotides specifiques. Les regions
soulignees, soit 1'une du cote amino-temiinal du domaine, 1'autre du cote carboxy-terminal,
correspondent aux sequences complementaires des oligos (RRP1-5' et RRP1-3') utilises pour
I'ampliflcation. Cette region amplifiee est constituee de 200 acides amines dont Ie premier
correspond a la methionine (ATG) du codon d'initiation. Le domaine proline riche, dont la
sequence consensus est PXXP, est indique en caracteres gras et souligne d'un trait non
continu.
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complementaires reconnues par les oligos, les bases d'interets etant marquees d'un trait

contmu.

2.5 Purification du GST et de la proteine de fusion GST-RRP1

Apres avoir verifie par sequencage la validite du cadre de lecture de cette nouvelle

construction (Figure 24), divers tests d'induction a 1'IPTG out ete realises dans Ie but de

cribler et ainsi determiner Ie meilleur clone producteur de proteines de fusion. Cette

identification a ensuite menee a une production a grande echelle tant du GST-RRP1 que du

GST. La Figure 25 A represente quelques etapes de la purification des diverses proteines, en

Foccurence Ie GST (lignes 1 a 4) et Ie GST-RRP1 (lignes 5 a 8), lesquelles etant

respectivement caracterises par un poids moleculaire d'environ 26 kDa et 44 kDa (GST: 26

kDa + GST-RRP1: 18 kDa). 20 ng de proteines issus des differents aliquots recueillis a

chaque etape de la purification ont ete deposes sur gels SDS-PAGE et 1'un de ces gels a ete

soumis a une analyse cTimmunobuvardage avec un anticorps anti-GST. Dans les deux cas,

les pistes 1 et 5 correspondent a une fraction de la suspension bacterienne non induite a

FIPTG, alors que dans les pistes 2 et 6 il est possible de visualiser 1'induction de la synthese

des proteines. Les pistes 3 et 7 correspondent anx proteines ("Flow through") n'ayant aucune

affinite pour la glutathione sepharose. Les pistes 4 et 8 constituent respectivement les

proteines GST et GST-RRP1 purifiees. Cette derniere (piste 8), presente un patron de bandes

caracterise par differents poids moleculaires oscillant entre environ 30 kDa et 50 kDa.

Certaines analyses d'immunobuvardage realisees a 1'aide de Fanti-GST (Figure 25 B) et de

1'anti-ZPK (resultat non presente) ont effectivement demontre que ces diverses bandes

correspondaient a differents produits de traduction de la proteine de fusion GST-RRP 1. Puisque
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TCGA

Regeneration du
Site Smal
CCC.GGG

Sequence correspondant au
vecteur pGEX 2TK

Sequence de
PoUgonucleotide RRP1-5'

Sequence correspondant a la
region riche en prolines de ZPK

TCT GTT GGA TCC CCG GGG GAC ATG GCC TGC CTC CAT GAA ACC
CGA ACA CCC TCC CCT TCC TTT GGG GGC TTT GCG TCT ACT //.

Figure 24. Gel de sequence du vecteur d'expression recombinant pGEX 2TK-RRP1.
La sequence en bleu correspond a celle du vecteur pGEX 2TK, alors qu'en rouge, il s'agit de
la sequence codant la region riche en prolines amplifiee par PCR. La region soulignee
constitue une partie de la sequence de Poligonucleotide RRP1-5'.
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Fraction
recueillie
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Flow
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pGEX 2TK pGEXZTK-RRPl
12345678 B)

-GST-RRP1

•GST
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18-

Figure 25. Etapes de la purification du GST et de la proteine de fusion GST-RRP1.
Chaque aliquot appartenant aux differentes etapes de la purification par chromatographie
d'affinite, a ete recueilli pour etre analyse a la fois par electrophorese sur gel de
polyacrylamide (a) et par immunobuvardage (b). Les pistes 1 (GST) et 5 (GST-RRP1)
correspondent a une fraction de chaque suspension bacterienne n'ayant pas encore etc
induite a 1'IPTG, contrairement aux pistes 2 (GST) et 6 (GST-RRP1). Les pistes 3 et 7
representent les proteines du "flow through", alors que les pistes 4 (GST) et 8 (GST-RRP1)
constituent les proteines purifiees.
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Ie GST est fusionne du cote ammo-tenninal, il est normal que ces nombreuses proteines soient

reconnues sur une colonne chromatographique de glutathione sepharose, lors de la

purification.

2.6 Purification (TUB partenaire proteique de ZPK par chromatographie d'affinite

Pour etre en mesure de purifier par chromatographie d'affinite un ou des partenaire(s)

proteique(s) susceptible(s) d'interagir avec la region riche en prolines de ZPK, tout en tenant

compte du fait qu'elle a ete localisee au Golgi, nous avons dans un premier temps prepare des

extraits membranaires de cellules NIH 3T3. Pour se faire, les cellules ont d'abord ete

ultracentifugees de fa9on a recuperer les membranes, lesquelles ont ensuite ete solubilisees

pendant 1 heure a 1'aide de Triton X-100. La suspension ainsi obtenue a par la suite ete

ultracentrigugee a nouveau. Le sumageant contenant les innombrables proteines associees

normalement aux membranes, a ete recupere pour ensuite etre dialyse et depose sur une

colonne chromatographique contenant une matrice de glutathione sepharose associee par

afflnite a la proteine de fusion GST-REUPl. Cette association a permis aux proteines

membranaires de 1'extrait d'interagir s'il y avait lieu avec la region proline riche de ZPK.

Apres avoir lave convenablement la colonne, nous avons procede a 1'elution des complexes

proteiques au moyen d'un gradient de sel. Les fraction recueillies ont ete dialysees puis

lyophilisees avant d'etre resuspendues dans 80 |Lil de tampon d'echantillon. Cette preparation

a ensuite ete deposee sur un gel SDS-PAGE, lequel a ete colore au bleu de Coomassie afin de

visualiser les differentes proteines ayant interagient avec Ie GST-RRP1 (Figure 26 A).

Toutefois, pour eviter de confondre et ainsi identifier une proteine emanant d'une interaction

non speciflque avec Ie GST, nous avons egalement procede a un Far Western avec cette

meme preparation (Figure 26 B). La comparaison du patron de bandes obtenu entre Ie GST

(ligne 1) et Ie GST-RRP1 (ligne 2) a permis d'identifler une proteine d'environ 30 kDa (P30)

(pointee par une fleche) capable d'interagir specifiquement avec la region proline riche de

ZPK. Par superposition, cette meme proteine a ete identiflee (pointee a 1'aide d'une fleche)
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Figure 26. Identification (Tun partenaire proteique capable d'interagir avec la region
riche en prolines de ZPK. Purification par chromatographie d'affinite d'une proteine
d'environ 30 kDa (P30) issue d'une preparation membranaire de cellules NIH 3T3, capable
d'interagir avec la region proline riche de ZPK associee a la matrice de glutathione sepharose
4B. Suivant 1'elution, les fractions sont recueillies, dialysees et lyophilisees avant d'etre
deposees sur un gel SDS-PAGE, lequel aura une portion colore au Bleu de Coomassie, 1'autre
transferee sur PVDF afln de realiser un Far Western avec Ie GST (ligne 1) et Ie GST-RRP1
(ligne 2). La proteine de 30 kDa est pointee par une fleche (P30).
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parmi les differentes proteines visualisables au bleu de Coomassie pour ensuite etre decoupee

fmement et ainsi proceder a la determination de son spectre de masse. Les resultats de cette

analyse realisee au Centre Hospitalier de 1'Universite Laval par "Le service de sequence de

peptides de Rest du Quebec" ont montre que la proteine P30 possede un patron de digestion

ne correspondant a aucune proteine connue (Figure 27). Par consequent, il faudra proceder a

F analyse de sa sequence par degradation d'Edman avant de poursuivre 1'etude sur la nature de

1' interaction existant entre ZPK et P30.
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Figure 27. Spectre de masse de la proteine P30 d'environ 30 kDa purifiee par
chromatographie d'affinite. Ce spectre a ete realise par "Le service de sequence de
peptides de 1'est du Quebec" du Centre Hospitalier de 1'Universite Laval.
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

Depuis plusieurs annees, certains groupes de recherche dont les interets sont axes sur

1'etude de la mecanistique du phenomene de transduction des signaux, ont fait de grandes

decouvertes relatives a la comprehension de ce processus dans son ensemble. En effet, la

litterature fait mention des nombreuses analyses d'expression, d'activation, de localisation et

d'interaction d'une multitudes de proteines kinases impliquees dans la signalisation. Ces

realisations out permis a la communaute scientifique de brosser un tableau general des

differentes interrelations qui subsistent entre les membres appartenant aux differents niveaux

successifs de la cascade. Certaines kinases ont deja une etiquette qui leur sont attribuees

relativement au role qu'elles exercent au sein de la cellule. Cependant, nombreuses sont

celles qui a ce jour ne sont caracterisees que d'une fa9on preliminaire. Or, une

comprehension adequate de ce reseau de communication intracellulaire constitue 1'ultime but

de cette recherche puisqu'elle est necessaire a 1'amelioration des soins prodigues contre

certaines pathologies humaines. Ces pathologies, incluant diverses fonnes de cancers,

resultent en general d'un mauvais fonctionnement dans la transmission de F information a

travers les differentes sous-populations des cellules qui composent un organisme

multicellulaire.

Le laboratoire du docteur Blouin tente actuellement de determiner Ie role

physiologique de la proteine kinase ZPK. Diverses eludes d'expression ont a ce jour permis

de suggerer son implication dans Ie controle de la proliferation et de la differenciation

cellulaire. Cependant, la poursuite de cette investigation necessitait d'apporter de nouvelles

donnees qui pourraient s'averer essentielles non seulement a I'identiflcation de son role, mais
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egalement a la comprehension de son mode d'action au sein d'une cellule eucaryote. C'est

sous cet optique que mon projet de maitrise s'est inscrit. L'objectif principal etait de verifler

d'une part, la localisation subcellulaire de ZPK et d'autre part, d'examiner la possibilite que

notre proteine interagisse avec differents partenaires proteiques par 1'entremise de nombreux

motifs particuliers, tels que des regions riches en prolines ainsi qu'un double domaine

leucine/isoleucine zipper.

3.1 La proteine kinase ZPK est localisee au niveau de 1'appareil de Golgi

Puisque la determination de la localisation subcellulaire d'une proteine kinase offre

certains indices quant aux roles biologiques potentiels qu'elle pourrait exercer au sein d'une

cellule, nous avons dans un premier temps caracterise, au moyen de techniques biochimiques

et micro scopiques variees, celle de la proteine ZPK endogene dans les cellules NIH 3T3. Les

resultats de cette etude ont demontre que la proteine etait specifiquement localisee au niveau

de Fappareil de Golgi. En effet, outre les observations faites par microscopie, ZPK a ete

copurifie sur gradient de Percoll avec la mannosidase II (ManII), une enzyme localisee au

Golgi et plus precisement dans la lumiere du saccule median (Damel et al., 1993).

L'extraction au Triton X-114 d'une preparation membranaire de NIH 3T3 ainsi qu'une

digestion a la trypsine ont ensuite permis de constater son association avec la surface exteme

des membranes, du cote cytoplasmique. En effet, 1'extraction au Triton X-114 a entraine la

repartition complete de la proteine ZPK dans la phase aqueuse suggerant ainsi qu'il s'agissait

d'une proteine hydrophilique, puisque cette methode, elaboree par Bordier (1981), pennettait

de separer les proteines hydrophiliques des proteines amphiphiliques. Ces demieres,

contrairement aux proteines hydrophiliques, sont caracterisees par la presence d'un domaine

hydrophode susceptible d'interagir directement avec Ie corps hydrophobique de la bicouche

lipidique. Or, la presence d'un detergent nonionique, tel que Ie Triton X-l 14, occasionne une

solubilisation qui se traduit par Ie remplacement de la plupart des molecules lipidiques en

contact avec les domaines hydrophobes des proteines amphiphiliques, par des molecules de
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detergent (Helenius et Simons, 1975; Tanford et Reynolds, 1976). II en resulte ainsi la

formation de micelles solubles mixtes comportant les proteines amphipatiques en association

avec Ie detergent. Par contre, les proteines hydrophiliques ainsi que les proteines solubles en

solution aqueuse, sont de par leurs proprietes physicochimiques peu ou pas influencees par la

presence d'un tel detergent dans la solution et done ne ferment aucun micelle, ce qui permet

alors de les recuperer dans la phase aqueuse apres 1'extraction (Helenius et Simons, 1975).

La digestion complete de la proteine kinase ZPK en presence de trypsine a, quant a elle,

demontre sa disposition topographique. Le resultat a permis de constater que son association

aux membranes de 1'appareil de Golgi etait du cote cytoplasmique, etant donne que

1'integrite de la ManII, sous ces memes conditions, etait demeuree intacte. De plus, d'autres

analyses faisant intervenir differentes procedures d'extraction ont suggere que la proteine

ZPK etait fortement associee aux membranes meme en presence de 1M NaCl, 1M KC1 ou

0.1M NaiCOs, pH 11 .5. C'est ainsi que nous avons propose, tout en prenant en consideration

les diverses etudes biochimiques et microscopiques ayant menees a la localisation de ZPK au

Golgi, qu'il s'agissait d'une proteine peripherique associee a la face cytosolique des

membranes de 1'appareil. L'absence de sequence signal ou de domaine transmembranaire au

sein de la sequence primaire de ZPK vient corroborer cette proposition (Blouin et al., 1996).

3.2 ZPK et son association aux membranes de Pappareil de Golgi

Considerant 1'absence d'un domaine hydrophobe au sein de la sequence primaire de

ZPK, on peut s'interroger a savoir par quel moyen cette proteine kinase peut s'associer aux

membranes. La possibilite que cette association soit mediee par 1'intermediaire d'une ancre

lipidique (myristoylation, palmitoylation, famesylation,...) est plutot faible puisque ceci irait a

1'encontre du resultat obtenu suite a 1'extraction d'une preparation membranaire de cellules

Nffl 3T3, au Triton X-114 (Bordier, 1981). En effet, notre proteine serait alors demeuree

dans la phase detergent puisque ces lipides agissent en tant qu'ancre hydrophobe flxant la
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proteine aux membranes (Lehninger et al., 1993). Par consequent, son association a

1'appareil de Golgi doit done etre Ie resultat d'une interaction proteine-proteine avec la

portion cytoplasmique d'une proteine amphiphilique, elle-meme ancree au niveau du Golgi.

Or ZPK, au meme titre que les autres membres de la famille des MLKs, possedent certains

motifs particuliers susceptibles d'etre impliques dans de nombreuses interactions proteine-

proteine dont plusieurs regions riches en prolines situees de part et d'autre du domaine

catalytique ainsi qu'un double domaine de dimerisation de type "leucine/isoleucine zipper"

(Reddy and Pleasure, 1994; Holzman et al., 1994). En effet, il a ete demontre que

MLK2/MST et MLK3/SPRK/PTK1, par exemple, etaient capables d'interagir in vitro avec de

petites GTPases, soit Rac et Cdc42, lesquelles etant des activateurs de la voie des INKs et de

p38 (Teramoto et al., 1996; Nagata et al., 1998). C'est ainsi que nous avons emis notre

hypothese, Fobjectif principal etant de purifier, d'identifier et de caracteriser un partenaire

proteique capable d'interagir specifiquement avec ZPK. Cette decouverte pourrait alors nous

informer un temps soit peu sur Ie mecanisme d'action de ZPK et peut-etre meme de

1'importance de son association aux membranes de 1'appareil de Golgi. En effet, la litterature

offre plusieurs exemples relatant 1'importance de la compartimentalisation subcellulaire de

certaines molecules impliquees dans la transduction des signaux. II semblerait que cette

compartimentalisation serait essentielle, voire cruciale, a 1'etablissement de leur fonction,

puisque 1'utilisation d'inhibiteurs particuliers empechant 1'interaction entre une kinase et sa

proteine d'ancrage previendrait son action (Mochly-Rosen, 1995; Pawson et Scott, 1997).

Contrairement a certaines enzymes constitutivement associees a leur organelle, il existe une

multitude d'exemples a travers la litterature qui demontrent que la propagation du signal peut

dependre d'un changement dans la localisation subcellulaire d'une proteine particuliere

(Cohen et al., 1995; Prestle et al., 1996). L'activation de la voie de Ras par des recepteurs a

facteurs de croissance constitue Ie paradigme de cette dependance. Lorsque Ie recepteur a

EGF est active par son agoniste, il s'en suit Ie recmtement du complexe Grb2/Sos au niveau

de la membrane plasmique. Sos, maintenant a proximite de Ras, peut entrainer son

activation, puisque Ie recmtement de Sos a permis d'augmenter sa concentration locale au

niveau de la membrane et ainsi devenir effective pour stimuler Ras (Cohen et al., 1995). La

79



PLC-yl, la PI3K, ERK, PKA, PKC, Raf et RasGAP sont autant de molecules cytosoliques qui

necessitent une relocalisation pour etre en mesure de se rapprocher de leur substrat respectif et

ainsi favoriser la transmission du signal en direction du noyau (Mochly-Rosen, 1995; Cohen

et al., 1995; Pawson et Scott, 1997). Malgre Ie fait qu'il manque certaines evidences

experimentales pouvant demontrer 1'implication d'un tel mecanisme dans la regulation des

membres de la famille des MLKs, Mata (1996) avait observe d'une part, la presence de la

proteine ZPK autant dans la fraction cytosolique que dans les fractions particulaires et d'autre

part, qu'elle presentait differentes caracteristiques biochimiques dependantes de sa

localisation. En effet, associe aux membranes, ZPK etait phosphoryle alors dans la fraction

cytosolique, la proteine pouvait a la fois etre phosphorylee et non phosphorylee. Ainsi, il est

possible de croire, de par Ie fait qu'elle est probablement activee suite a sa phosphorylation au

meme titre que differentes proteines kinases appartenant a la cascade des MAPKs, qu'elle

necessiterait une relocalisation au cytoplasme afin de favoriser a la fois son activation et

1'etablissement de sa fonction.

3.3 Identification du partenaire proteique de ZPK

Pour atteindre mon objectifet ainsi proceder a la purification d'un partenaire proteique

capable d'interagir specifiquement avec ZPK, nous avons dans un premier temps fabrique une

sonde correspondant a 1'une de ses regions riches en prolines analogues a celles reconnues par

des ligands SH3. A cette fin, nous avons amplifie les 600 premieres paires de bases,

lesquelles ont ensuite ete clonees dans Ie vecteur d'expression pGEX 2TK. Ce demier offrait

1'avantage de produire en bacteries une proteine fusionnee a la glutathione S-transferase

(GST-RRP1), permettant ainsi de la purifier simplement par chromatographie d'affmite. Par

la suite, nous avons prepare des fractions membranaires de cellules Nffl 3T3 dans Ie but

d'isoler la proteine permettant peut-etre de localiser ZPK au niveau des membranes de

1'appareil de Golgi. Ces fractions ont ete deposees sur gel, puis transferees sur membrane de
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PVDF pour ensuite etre soumis a une analyse de type Far Western. Les resultats obtenus sont

illustres a la figure 28. En effet, une proteine de 30 kDa (P 30) a interagi specifiquement avec

la portion proline riche de ZPK, contrairement au GST qui constitue un controle negatif.

Cette interaction doit possiblement etre mediee soit par la presence d'un domaine SH3, soit

par la presence d'un domaine WW/WWP car ceux-ci ont une affinite specifique pour les

regions riches en prolines.

Un spectre de masse a ensuite ete effectue sur une preparation de proteines purifiees

correspondant au polypeptide ayant interagit specifiquement avec ZPK (P30), afin de

1'identifier. Pour se faire, une digestion a la trypsine a ete realisee. Le patron de bandes ainsi

obtenu a ete compare a ceux d'une banque de donnees. Chaque proteine appartenant a cette

banque possede un patron de digestion qui lui est propre, un peu comme une empreinte

digitale, permettant ainsi par homologie d'identifier 1'inconnue. Or, 1'identite de cette

proteine d'environ 30 kDa (P30) purifiee par chromato graphic d'affinite demeure encore

indeterminee. Des analyses de sequence devront done etre effectiees pour poursuivre cette

caractensation.

3.4 ]Vlode d'action hypothetique de la proteine kinase ZPK

La microscopie a immunofluorescence a demontre 1'association de la PKC-5 au niveau

de Fappareil de Golgi (Goodnight et al., 1995; Westermann et al., 1996). Fait interessant, cet

isoforme est active suite a un clivage proteolytique par la caspase 3, laquelle etant Fun des

membres de la tres grande famille de proteases exer9ant un role de au cours des phenomenes

d'inflammation et d'apoptose (Emoto et al., 1995; Alnemri et al., 1996; Villa et al., 1997).

Or, des travaux recents dans notre laboratoire ont montre que ZPK pouvait potentiellement

etre dive de fa^on specifique dans les NIH 3T3. Actuellement, on ne connait pas la
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signification physiologique de ce phenomene, mais il est possible de suggerer un mecanisme

d'action similaire a celui de la PCK-5, par lequel la propagation du signal en direction du

noyau serait assuree suite a sa relocalisation au niveau du cytoplasme. Le fait que ZPK

presente differentes caracteristiques biochimiques dependantes de sa localisation vient

supporter cette hypothese (Mata et al., 1996). L'association de ZPK a 1'appareil de Golgi par

1'entremise d'une proteine d'ancrage, possiblement celle que nous avons punfiee par

chromatogrophie d'affinite, serait done essentielle dans la regulation de sa fonction.

3.5 Perspectives relatives a cette decouverte

Puisque nous n'avons pu decouvrir 1'identite de la proteine P30 capable d'interagir

specifiquement avec la region riche en prolines de ZPK, bon nombre d'experiences devront

etre realisees avant d'y parvenir. Differentes approches peuvent etre adoptees. D'abord,la

determination de 2 sequences de 20 acides amines chacune par degradation d'Edman, serait

necessaire d'une part a la synthese d'oligonucleotides degenerescents et d'autre part a la

production d'un anticorps. En effet, ces oligos permettraient 1'amplification par PCR de

1'ADNc correspondant a cette proteine inconnue. Nous pourrions egalement proceder au

criblage d'une banque d'ADNc. Get ADNc pourrait ensuite etre clone dans un vecteur

d'expression de type pGEX de fa9on a produire en bacteries, une proteine de fusion. Cette

demiere aurait alors deux utilites, la deuxieme etant dependante de la premiere. Nous

poumons d'abord generer un anticorps specifiquement dirige contre cette proteine inconnue

(P30). Get anticorps permettrait alors de realiser des immunoprecipitations a partir d'extraits

de cellules Nffl 3T3 transfectees, dans Ie but de verifier in vivo la veracite de Fmteraction

proteine-proteine entre la proteine P30 et ZPK. Ainsi, une immunoprecipitation a 1'aide de

1'anti-ZPK ou de l'anti-P30 serait realisee pour ensuite faire subir aux immunocomplexes un

immunobuvardage au moyen de 1'anticorps (anti-ZPK ou anti-P30) n'ayant pas servi au cours

de Fimmunoprecipitation. Differentes etudes d'expression et de localisation chez diverses

lignees cellulaires pourraient egalement etre realisees. En effet, une immunohistochimie
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devrait etre effectuee afm de s'assurer que cette proteine inconnue est reellement localisee au

niveau du Golgi. II serait par la suite interessant de fabriquer plusieurs mutants de deletion de

la proteine P30 pour ensuite selectionner ceux, d'une part, qui peuvent encore s'associer au

Golgi sans toutefois interagir avec ZPK et ceux, d'autre part, qui ne peuvent plus s'associer

au Golgi mais qui peuvent fixer ZPK. En les transfectant, nous pourrions visualiser Ie

comportement de ZPK endogene et par Ie fait meme Ie phenotype des cellules qui en resulte.

Cette experience pourrait foumir, par Ie biais d'un essai d'activation, des informations sur

1' importance de la localisation subcellulaire de la proteine kinase ZPK mediee par la proteine

d'ancrage P30.

Le sequen^age complet de cet ADNc permettrait possiblement aussi, d'identifier la

presence de certaines regions consensus caracteristiques des differentes proteines que

composent une cellule. Ainsi nous serious en mesure de verifier 1'existence d'un motif SH3

ou WWAVWP permettant d'expliquer 1'interaction specifique avec la portion riche en

prolines de ZPK. Des etudes d'activation pourront aussi etre realisees dans la mesure ou cette

proteine inconnue possede un domaine catalytique. S'il s'agit tout simplement d'une proteine

d'ancrage sans activite intrinseque, seules differentes procedures d'extraction (section du

materiel et methodes) pourrons etre effectuees dans Ie but de caracteriser son association au

niveau de 1'appareil de Golgi (si elle est au Golgi), a savoir si cette localisation est Ie resultat

de la presence d'un domaine transmembranaire ou d'une ancre lipidique (myristoylation,

palmitoylation, prenylation,...).

3.6 ZPK et la biogenese et/ou Ie transport des vesicules?

La localisation de ZPK au niveau de 1'appareil de Golgi chez differentes lignees

cellulaires (NIH 3T3, Swiss 3T3, P19 et AtT-20) souleve la possibilite d'une implication

fonctionnelle au sein des differents evenements menant a la regulation de la biogenese et/ou Ie
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transport vesiculaire. Cette eventualite peut etre appuyee par certaines decouvertes realisees

recemment. En effet, Nagata (1998) a observe la localisation de la proteine MLIC2/MST au

niveau de structures vesiculaires situees Ie long des microtubules dans des cellules

flbroblastiques. En utilisant Ie systeme des deux hybrides, ils ont identifie plusieurs proteines

capables d'interagir specifiquement avec MLK2/MST dont certaines (KIF3 et KAP3A)

faisant partie de la tres grande famille des kinesines. Ces proteines cytoplasmiques jouent un

role critique dans Ie transport intracellulaire propage en direction de la peripherie,

puisqu'elles servent de moteur moleculaire dans Ie glissement des vesicules Ie long des

microtubules, suite a Fhydrolyse d'une molecule d'ATP (Damel et al., 1993; Lippincott-

Schwartz, 1998). Parce que la direction du mouvement des vesicules Ie long des

microtubules est controlee par la cellule, Factivite de ces moteurs moleculaires doivent

absolument etre regulee. De recentes etudes ont demontre que les membres de la tres grande

famille des kinesines peuvent etre phosphoryles, suggerant ainsi la possibilite qu'un

changement dans leur etat de phosphorylation pourrait modifier leur habilete a interagir soit

avec les microtubules, soit avec les vesicules (Davidson et al., 1992; Haimo, 1995). Cette

modification permettrait alors la regulation positive ou negative du transport vesiculaire

intracellulaire. Cependant, 1'identite des proteines kinases directement ou indirectement

responsables de cette regulation demeure encore obscure (Davidson et al., 1992). Certaines

evidences semblent toutefois proposer 1'implication de la PKA et de la PKC au sein des

processus d'exocytose (Buccione et al., 1994) de transcytose (Hansen et al., 1994), ainsi que

dans la formation des vesicules de transport consacrees a la voie de secretion constitutive

(Westennaim et al., 1996; Muniz et al., 1997).

3.7 Perspectives relatives a Pimplication de ZPK dans la modulation des fonctions du

Golgi

Pour etre en mesure de verifier 1'implication possible de ZPK dans la modulation des

differentes fonctions associees a 1'appareil de Golgi, differentes manipulations devront etre

realisees et/ou refaites sous des conditions optimales. Ces experiences classiques ont deja ete
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effectuees pour determiner Ie role de la PKC, une proteine kinase specifiquement localisee au

Golgi, dans la regulation des divers processus relies a cet organelle (Buccione et al., 1994;

Lehel et al., 1995; Westermami et al., 1996; Prestle et al., 1996). En effet, base sur Ie

principe que 1'appareil de Golgi constitue Ie site exclusif des reactions de sulfatation, il est

possible de suivre la secretion constitutive des proteines par 1'incorporation de sulfate

radioactif aux glucosaminoglycanes (GAGs), des heteropolysaccharides (Lehninger et al.,

1993; Prestle et al., 1996). L'etablissement d'une cinetique de relachement des GAGs dans Ie

milieu permet ainsi la determination de 1'implication d'une proteine, en 1'occurence la PKC,

dans la modulation des fonctions caracteristiques de 1'appareil de Golgi (Lehel et al., 1995).

Des lors, nous pourrions verifier 1'implication de ZPK dans la secretion en transfectant a la

fois des cellules NEH 3T3 avec Ie vecteur contenant la sequence encodant ZPK et Ie vecteur

vide, de fa9on a visualiser une correlation entre Ie taux de secretion des GAGs et la presence

ou non de la proteine d'interet. Cette experience a deja ete realisee dans Ie laboratoire,

toutefois elle ne nous a donne aucune evidence relativement a 1'implication de ZPK. Les

conditions avec lesquelles nous avons effectue cette experience n'etaient pas etablies dans Ie

laboratoire. II serait done necessaire, avant d'exclure deflnitivement la possibilite que ZPK

regule la secretion, de refaire cette manipulation.

D'autre part. Ie transport du sulfate radioactif dans la cellule et eventuellement dans Ie

Golgi, peut egalement contribuer a la determination de I'implication d'une proteine dans la

modulation des diverses fonctions reliees au Golgi (Prestle et al., 1996). L'augmentation de

F entree du sulfate dans une cellule transfectee avec Ie vecteur comprenant la sequence

encodant la proteine d'interet, comparativement a une cellule transfectee avec Ie vecteur vide,

permet egalement de suggerer 1'implication de cette proteine dans la secretion constitutive des

proteines (Prestle et al., 1996).

Finalement, la transfection ou non de ZPK dans des cellules infectees avec Ie VSV

("Vesicular Stomatitis Viral") thermosensible permettrait egalement de verifier son
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implication dans la secretion. En effet, ce vims a tendance a s'accumuler au niveau du TGN

lorsque les cellules sont incubees a 20°C, contrairement a une incubation a 37°C qui favorise

son deplacement en direction de la membrane plasmique (Musch et al., 1996; Muniz et al.,

1997). Cette caracteristique peut alors etre mis a profit pour etudier 1'effet d'une kinase

particuliere sur la secretion constitutive des proteines, en 1'occurence Ie vims. A cette fin, les

cellules infectees doivent absolument etre marquees a la methionine S (pulse) pendant un

cours laps de temps pour ensuite etre lavees et incubees quelques heures a 20°C (chase).

Ainsi, les vims pourront facilement etre detectes.
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CONCLUSION

La realisation de mon projet de maitrise a pennis d'elargir Ie champ des connaissances

relativement a la proteine serine/threonine kinase ZPK/DLK/MUK. Les resultats obtenus

foumissent des indices permettant de suggerer 1'un des roles biologiques qu'elle pourrait

exercer au sein d'une cellule eucaryote.

Le premier objectif consistait a determiner la localisation subcellulaire de la fonne

endogene de ZPK dans les cellules NIH 3T3, par 1'utilisation de techniques biochimiques et

microscopiques variees. C'est ainsi que ZPK a etc localise specifiquement au niveau de

Fappareil de Golgi. Cette constatation offre une evidence d'une particuliere importance dans

Fetablissement de 1'un de ses roles biologiques, a savoir son implication dans la modulation

des fonctions caracteristiques de 1'appareil de Golgi, tels que la biogenese et/ou Ie transport

des vesicules. Cette suggestion devra maintenant faire 1'objet d'une etude appronfondie, ce

qui ouvre la voie a la realisation de nombreuses experiences qui permettront de verifier cette

nouvelle hypothese et peut-etre meme de 1'approuver.

Le second objectif de mon projet de maitrise etait a la fois 1'identification, la

purification ainsi que la caracterisation d'un partenaire proteique capable d'interagir

specifiquement avec la portion proline riche de la proteine kinase ZPK. Pour realiser cet

objectif nous avons, dans un premier temps, procede a la synthese d'une proteine de fusion

correspondant a la region riche en prolines localisee du cote amino-terminal. La proteine

ainsi produite nous a permis par la suite d'identifier une proteine d'environ 30 kDa

susceptible d'interagir avec ZPK. Cependant, nous n'avons pu malheureusement caracteriser

davantage cette proteine avant la fin de ma maitrise, puisqu'il s'agissait suite au resultat
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obtenu par spectre de masse, d'une proteine inconnue. S'agit-il d'une simple proteine

d'ancrage sans activite catalytique intrinseque permettant de localiser ZPK a proximite de ses

substrats? Peut-etre. De nombreuses manipulations devront done etre realisees avant d'etre

en mesure de comprendre 1'importance d'une telle association.

II est clair que la localisation par Ie biais d'interactions proteine-proteine est une

composante essentielle de la transduction des signaux et qui plus est, foumi un important

moyen de regulation (Mochley-Rosen, 1995). Les differentes reponses cellulaires engendrees

par d'innombrables agents extracellulaires sont organisees et coordonnees non seulement a

travers ces interactions proteine-proteine, mais egalement a travers des interactions proteine-

phospholipides specifiques, generalement par Ie biais des motifs proteiques conserves

(Pawson et Scott, 1997). Ces associations assurent done une certaine specificite dans la

reponse. Plusieurs etudes ont meme demontre que les inhibiteurs de telles interactions entre

une kinase et sa proteine d'ancrage pourraient devenir des agents therapeutiques tres utiles et

sans doute tres puissants (Mochly-Rosen, 1995). Ainsi, il est possible de croire que la

localisation subcellulaire de la proteine kinase ZPK par 1'intennediaire d'une interaction

proteine-proteine lui permet d'etre regulee au meme titre que plusieurs proteines impliquees

dans la signalisation intracellulaire. Je crois que les resultats obtenus au cours de mon travail

de maitrise ouvrent la voie a une meilleure comprehension de la proteine serine/threonine

kinase ZPK.



ANNEXE 1

Tableau 1. Les acides amines et leur symbole.

ACIDES AMINES CODONS

A

c

D

E

F

G
H
I

K
L

M
N
p

Q
R

s
T

v

w
Y

Ala

Cys

Asp

Glu

Phe

Gly
His

He

Lys

Leu

Met

Asn

Pro

Gin

Arg

Ser

Thr

Val

Tip

Tyr

Alanine

Cysteine

Aspartate

Glutamate

Phenylalanine

Glycine

Histidine

Isoleucine

Lysine

Leucine

Methionine

Asparagine

Proline

Glutamine

Arginine

Serine

Threonine

Valine

Tryptophane

Tyrosine

GCA

TGC

GAC
GAA
TTC

GGA
CAC
ATA

AAA
TTA

ATG

AAC
CCA
CAA
AGA
AGC
ACA
GTA
TGG
TAG

GCC

TGT

GAT

GAG
TTT

GGC
CAT
ATC
AAG
TTG

AAT

eec
CAG
AGO
AGT

ACC
GTC

TAT

GCG

GGG

ATT

CTA

CCG

CGA
TCA
ACG
GTG

GCTC

GGT

CTC CTG CTT

CCT

CGC CGG CGT
TCC TCG TCT

ACT
GTT
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